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De nombreuses pathologies neurodégénératives et neuromusculaires sont sous-tendues par un 
dysfonctionnement du métabolisme bioénergétique des mitochondries. C'est notamment le 
cas du syndrome MERRF (Myoelonîc Epilepsy Ragged Red Fibers) provoqué par des 
mutations ponctuelles dans le gène mitochondrial codant pour des ARNfY5 _ Les cellules 
cybrides provenant de cellules déplétées en ADN mitochondrial (rho0) repeuplées avec des 
mitochondries de patients sains ou portant la mutation A8344G à l'état hétéroplasmique sont 
souvent utilisées comme modèle d'étude du dysfonctionnement mitochondrial. Les 
pathologies dégénératives sont souvent associées à une mortalité cellulaire par apoptose. 
Cependant, les quelques études réalisées sur la réponse apoptotique de ces cellules sont 
controversées et les résultats contradictoires obtenus semblent être fonction du type cellulaire 
étudié, du stimulus pro-apoptotique considéré et de là nature du dysfonctionnement 
mitochondrial. Cette étude a été réalisée dans le but de mieux caractériser la sensibilité de 
cellules cybrides MERRF mutées (A8344G) à l'apoptose induite par la staurosporine. 
Dans un premier temps, l 'utilisation d'un microarray à ADN (Human General Chip) a indiqué 
une sous-expression, dans les cellules cybrides mutées, de plusieurs transcrits de gènes codant 
des protéines pro- (Bid, les caspases, ... ) et anti-apoptotiques (Bel-2, Bel-XL,···). 
Dans un deuxième temps, nous avons montré que les cellules cybrides MERRF mutées sont 
plus sensibles que les cellules parentales à la mortalité induite par la staurosporine, en dosant 
l'activité de la caspase-3 (une protéase effectrice de l'apoptose) et la fragmentation de l'ADN 
génomique, un marqueur terminal de la mort cellulaire programmée. Le niveau d'expression 
et/ou la localisation de plusieurs acteurs apoptotiques (Bax, Bel-2, Bel-XL, Mel-1 et du 
cytochrome c) dans ces cellules en réponse à la staurosporine a également été étudié par 
Western blo tting à partir de fractions su bcellulaires et par des marquages en 
immunofluorescence. Nous observons que la staurosporine induit une augmentation de 
l'abondance de la protéine pro-apoptotique Bax dans les fractions mitochondriales des deux 
lignées cellulaires et une diminution d'abondance de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 plus 
importante dans les cellules cybrides mutées. Finalement, nous avons utilisé un microarray 
(DualChip™ Human Apoptosis) permettant une analyse plus ciblée des modifications 
d'expression de gènes codant des protéines pro- et anti-apoptotiques induites par un 
traitement à la staurosporine. 
Dans ce travail, nous avons donc contribué à caractériser la réponse de cellules présentant un 
dysfonctionnement mitochondrial à un stimulus pro-apoptotique dans un modèle relevant de 
pathologie mitochondriale. Les résultats obtenus devraient ouvrir la voie à des études plus 
fonctionnelles permettant de comprendre les mécanismes responsables de l 'augmentation de 
la sensibilité des cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial à l 'apoptose. 
Mémoire de licence en Sciences Biologiques 
Juin 2004 
Promoteur: P. Renard 
Co-promoteur : T. Arnould 
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Figure 1.1.: Structure de la 
mitochondrie. La mitochondrie est 
délimitée par une double membrane. La 
membrane externe est très perméable. 
Par contre, la membrane interne, très 
imperméable, forme des crêtes 
mitochondriales, ce qui lui permet 
d'étaler une plus grande surface. Elle 
est composée de nombreuses protéines 
dont les protéines de la chaîne de 
phosphorylation oxydative qui permet la 
synthèse d'ATP à partir d'ADP. Les 
membranes mitochondriales renferment 
la matrice, substance aqueuse dans 
laquelle se situe l' ADN mitochondrial, 
des ribosomes, mais également de 
nombreuses enzymes. La matrice est le 
lieu de plusieurs voies métaboliques 
importantes telles que le cycle de Krebs 
ou la ~-oxydation des acides · gras 
(David L. Neslon et Michael M. Cox, 
2000). 
Respiratory Proteins Encoded by the Human Mitochondrial 
Chromosome 
Number of subunits 
Total number encoded by 
Complex of subunits mitochondrial DNA 
1 NADH dehydrogenase >25 7 
11 Succinate dehydrogenase 4 0 
111 Ubiquinone:cytochrome 9 1 
c oxidoreductase 
IV Cytochrome oxidase 13 3 
V ATP synthase 12 2 
Figure 1.2.: Les protéines codées par le génome mitochondrial. 
Le génome mitochondrial humain code pour 13 protéines dont 7 
interviennent dans le complexe I de la chaîne de phosphorylation 
oxydative, 1 dans le complexe III et 3 dans le complexe IV. Enfin, 
2 protéines interviennent dans la formation de la Fl-Fo ATP 
synthase. Le complexe II n'est composé que de protéines codées 
par le génome nucléaire (David L. Neslon et Michael M. Cox, 
2000). 
1. Introduction 
1.1. La mitochondrie: un organite multifonctionnel 
1.1.1. L'origine de la mitochondrie. 
La mitochondrie est un organite des cellules eucaryotes possédant son propre génome, 
résultant de l'endosymbiose d 'une a-protéobactérie, ce qui la différencie d ' autres organites 
tels que les lysosomes, les peroxysomes, et l' appareil de Golgi . Les génomes mitochondriaux 
varient énormément en fonction de la cellule eucaryote considérée par leur taille, le nombre et 
la nature des gènes qu ' ils contiennent, et la proportion des séquences codant pour 
l'information. Cependant, les mitochondries semblent toutes issues d'un ancêtre commun, une 
a-protéobactérie du genre Rickettsia , qui aurait fusionné avec une archébactérie suivant un 
phénomène d'endosymbiose. Les gènes présents dans le génome mitochondrial, l' assemblage 
de ceux-ci, la présence d'une double membrane sont autant de caractéristiques qui attestent de 
l'origine bactérienne de la mitochondrie (Gray et al., 1999). 
Au niveau structural, la membrane mitochondriale interne (MMI) , pratiquement 
imperméable, délimite la matrice, substance aqueuse riche en protéines, ribosomes et ADN 
(voir figure 1.1). La membrane mitochondriale externe (MME) est, quant à elle, perméable à 
de nombreux ions et molécules de petites tailles. L 'espace contenu entre ces deux membranes 
constitue l ' espace intermembranaire, riche en protéines délocalisables dont nous reparlerons 
plus loin. Ajoutons encore que la MMI présente une plus grande surface que la MME et forme 
des crêtes mitochondriales permettant l'ancrage de nombreuses protéines comme les 
complexes d'importation des protéines matricielles (TIM : Transporter of Inner Membrane), 
les complexes (I,II,III, IV) de la chaîne de transporteurs d'électrons et le complexe V (F o-F 1-
A TPsynthase) assurant les phosphorylations oxydatives et donc la production d 'A TP, et de 
nombreux transporteurs comme l 'ANT (Adenine Nucleotide Translocator) assurant les 
échanges ADP/ATP (Nelson et al. , 2000) . 
1.1.2. Contenu et évolution du génome mitochondrial 
Le génome mitochondrial peut, en fonction des espèces considérées, coder pour un 
nombre très variable de protéines de la chaîne respiratoire, des sous-unités ribosomiques ou 
encore pour des ARN de transfert et ribosomiques . Cependant, le contenu du génome 
mitochondrial n ' est jamais suffisant à produire une mitochondrie fonctionnelle et de 
nombreuses protéines doivent être importées du cytosol. De plus, au cours de l'évolution, la 
plupart des gènes nécessaires à la synthèse protéique et à la biogenèse mitochondriales ont 
migré dans le génome nucléaire. Ainsi, le génome mitochondrial humain ne contient plus que 
13 gènes codant pour des polypeptides intervenant dans la chaîne de phosphorylation 
oxydative (voir figure 1.2). La mitochondrie étant constituée de plus d 'un millier de protéines, 
le noyau code donc pour plus de 95 % des protéines mitochondriales (Mootha et al., 2003) . 
L 'ADN mitochondrial code également pour 2 ARNr et 22 ARNt. Ces ARN sont 
indispensables à la synthèse protéique mitochondriale puisque ne pouvant pas être importés 
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Figure 1.3.: La respiration cellulaire. La respiration cellulaire est un processus par lequel des 
électrons transitent dans des complexes protéiques en membrane mitochondriale interne. Ainsi, les 
électrons sont initialement cédés par le NADH au niveau du complex I (NADH Oxydase) ou par le 
succinate au niveau du complexe II. Ensuite, par des réactions d'oxydo-réduction, ils passent au 
complexe III via la coenzyme Q puis au complexe IV via le cytochrome c, protéine navette localisée 
dans l'espace intennembranaire. Au niveau du complexe IV, ils sont cédés à une molécule d 'O2 pour 
fonner, avec 2 protons, une molécule d'eau. Les électrons entrant dans la chaîne de phosphorylation 
oxydative vont perdre de l'énergie au cours de leur transit. Celle-ci est récupérée pour générer un 
gradient de protons à travers la membrane mitochondriale interne et ce via les complexes I, III et IV. 
Les électrons transmis par le succinate pennettent donc un transport moindre de protons que ceux 
cédés par le NADH (David L. Neslon et Michael M. Cox, 2000). 
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Figure 1.4.: La Fl-Fo ATP synthase. Le gradient de protons généré lors du transport 
dans la chaîne de phosphorylation oxydative va pennettre la synthèse d'ATP à partir 
d'ADP. En membrane interne se situe la Fl-Fo ATP synthase qui va catalyser la réaction. 
La sous-unité Fo, en orange pennet le retour des protons depuis l'espace 
intermembranaire mitochondrial (en bas, « P side ») vers la matrice (« N side ») où leur 
concentration est moindre. Le passage des protons à travers cette sous-unité engendre la 
rotation de celle-ci. Ceci pennet à la deuxième sous-unité, la sous-unité FI ( en bleu) de 
catalyser la réaction de phosph01ylation de l' ADP en ATP (David L. Neslon et Michael 
M. Cox, 2000). 
(Gray et al., 1999). Le génome mitochondrial est également multicopies puisque 2 à 10 copies 
d'ADN circulaire de 16,6 kb ( chez l'homme) sont retrouvées par mitochondrie. 
L'expression des gènes nucléaires codant pour les protéines mitochondriales est 
régulée par des facteurs de transcription tels que PP ARalpha (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-alpha) et gamma ou encore NRF-1 (Nuclear Respiratory Factor-1) 
(Butow et al., 2004). 
1.1.3. La respiration cellulaire. 
La mitochondrie est un organite où s'opèrent beaucoup de réactions vitales pour la 
cellule : le cycle de Krebs, le cycle de l'urée, la synthèse des stéroïdes et des groupements 
porphyriques des clusters Fe-S, la ~-oxydation des acides gras, ou encore la respiration 
cellulaire. Nous ne détaillerons que cette dernière fonction dans ce document. 
La respiration cellulaire est un processus par lequel la mitochondrie va produire de 
l'énergie sous forme d'ATP. Le NADH produit lors du cycle de Krebs dans la matrice apporte 
deux électrons au complexe I (NADH : ubiquinone oxydoréductase) de la chaîne de 
phosphorylation oxydative en membrane interne mitochondriale (figure 1.3). Les électrons 
vont alors être transportés vers le complexe III (ubiquinone : cytochrome c oxydoreductase) 
via le coenzyme Ql0 (ubiquinone). Ensuite, ils sont transportés vers le complexe IV 
( cytochrome oxydase) via le cytochrome c, protéine localisée dans l'espace intermembranaire. 
Enfin, ce dernier complexe transfère les électrons sur une molécule d'O2, ce qui formera, pour 
4 électrons et avec l'ajout de 4 protons, une molécule d'H2O. Outre les électrons apportés par 
le NADH, des électrons peuvent également être apportés à la chaîne directement au niveau du 
complexe II (succinate déshydrogénase) par le succinate puis rejoindre le complexe III. 
Au cours de leur transport dans cette chaîne de protéines, les électrons vont perdre 
progressivement une partie de leur énergie ce qui va permettre un transport de protons depuis 
la matrice mitochondriale vers l'espace intermembranaire au niveau des complexes I, III et 
IV (figure 1.3). 
Il y a donc génération d'un gradient de protons et par la même occasion d'un gradient 
électrochimique (les protons étant chargés positivement) qui vont fournir l'énergie nécessaire 
à la synthèse d'ATP à partir d'ADP. C'est la Fl-Fo ATPsynthase (Complexe V) présente en 
membrane interne qui va catalyser cette réaction en permettant le retour des protons dans la 
matrice. L'énergie libérée est utilisée pour former de l'ATP à partir d'ADP. L'ATPsynthase 
est formée de 2 sous-unités : la sous-unité Fo est intégrée en membrane et permet le transport 
des protons, tandis que la sous-unité Fl est responsable de la réaction de phosphorylation 
(voir figure 1.4). 
Enfin, l' A TP matriciel est transféré dans le cytosol via l' ANT qui permet l'échange 
entre un ATP matriciel et un ADP cytosolique. Ainsi, l 'ATP néoformé est exporté ce qui 
permet à la réaction de se poursuivre. Notons que l' ANT en échangeant un A TP porteur de 4 
charges négatives contre un ADP porteur de 3 charges négatives est électrogène c'est-à-dire 
qu'elle contribue, avec le gradient de protons, à la création d'un potentiel de membrane 
mitochondrial. 
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1.1.4. La mitochondrie et les dérivés radicalaires de l'oxygène. 
Lors de la phosphorylation oxydative, nous avons vu que des électrons transitaient 
dans une chaîne formée de 4 complexes protéiques. Au cours de ce transport, ils perdent de 
l'énergie qui est utilisée pour générer de l' ATP à partir d 'ADP, et sont finalement cédés à de 
l'oxygène pour former del' H2O. Cependant, même en conditions normales, il arrive que des 
électrons soient libérés avant de parvenir au complexe IV de la chaîne de phosphorylation. 
Ainsi, dans 0,2 à 4% des cas, les électrons sont libérés avant de parvenir au complexe IV de la 
chaîne de phosphorylation et participent à la réduction partielle de l'oxygène moléculaire, 
générant de ce fait des de « Reactive Oxygen Species » (ROS) (Vergani et al., 2004). Les 
complexes I et III de la chaîne respiratoire sont les principaux sites de production de ROS au 
niveau de la mitochondrie. Ainsi, la première molécule formée est le radical superoxyde ot. 
Celle-ci, très instable (t112 vie : 10-
9s) et très réactive, sera transformée en H2O2 par 
dismutation spontanée ou catalysée qui formera, en présence de fer (réaction de Fenton), le 
radical hydroxyle OH 0 , entité encore plus réactionnelle. Ces trois molécules, à fortes 
concentrations, sont toxiques pour la cellule car elles attaquent, par des réactions d'oxydation 
les biomolécules de hauts poids moléculaires possédant des doubles liaisons et/ou des 
groupements thiols (-SH), que sont les protéines, les lipides ou encore les acides nucléiques, 
générant par là des molécules radicalaires qui elles mêmes vont engendrer la formation 
d'autres molécules radicalaires . ... Ces réactions en chaîne peuvent mener à la mort cellulaire. 
En conditions basales, le taux de production des ROS est très faible, puisque la 
majorité des électrons parviennent jusqu'au co_mplexe IV de la chaîne de phosphorylation 
oxydative. Par contre, cette production est augmentée par des inhibiteurs de la chaîne 
respiratoire comme l'antimycine A (complexe III) ou la roténone (complexe I). De plus, la 
réelle source de stress oxydatif n'est pas la génération de ROS per se, mais bien le 
déséquilibre spatiotemporel entre la production et la détoxification des ROS. Trois enzymes 
antioxydantes ont une importance cruciale dans la cellule : la superoxyde dismutase (SOD) ; 
la glutathion peroxydase (Gpx) et la catalase ((Harris, 1992); voir figure 1.5.) 
La SOD existe sous plusieurs formes qui sont localisées dans la matrice 
mitochondriale (MnSOD) ou dans le cytosol (CuSOD ; ZnSOD) et qui catalysent la réaction 
de dismutation qui permet la transformation de 1'02-- produit par la chaîne de phosphorylation 
oxydative en H202. 
La Gpx utilise le glutathion sous forme réduite (GSH) dans les cellules pour permettre 
la conversion de peroxydes (ROOH, dont H20 2) en oxydes (ROH) avec la libération d'H20 . 
Lors de la réaction, le glutathion est oxydé (GSSG), mais une enzyme, la glutathion réductase 
(GR) permet sa réduction. Le glutathion réduit peut également « scavenger » les radicaux 
superoxydes et hydroxyles directement. Le couple glutathion réduit (GSH) / glutathion oxydé 
(GSSG) constitue un véritable « tampon rédox » indicateur de l'état d'oxydo-réduction de la 
cellule. Il est présent à haute concentration ( de 1 à 10 mM) dans les divers compartiments 
cellulaires. 
Enfin, la catalase, enzyme très efficace, permet la conversion de H20 2 en H20 et est 
localisée notamment dans le cytosol, dans la mitochondrie, mais aussi dans les peroxysomes. 
Notons que la catalase et la Gpx catalysent des réactions similaires, mais que la catalase est 
surtout active lors de stress oxydatifs intenses, tandis que la Gpx permet le contrôle de stress 
plus faibles (Harris, 1992; Mates, 2000). 
Ajoutons encore que si le potentiel de membrane mitochondrial (Li'ljJm) est capable de 
moduler la production de ROS par les mitochondries (= le découplage diminue la production), 
la production de ROS peut aussi stimuler le découplage et ainsi modifier le potentiel de 
membrane (= boucle de rétroaction). Notons enfin que si à fortes concentrations, les ROS 
peuvent devenir toxiques, il semble qu'ils puissent également avoir, souvent à faibles 
3 
:20·~ 7----.► MnSOO 
2W 
Figure 1.5.: Enzymes permettant la neutralisation des ROS produits au niveau de la chaîne 
respiratoire mitochondriale. L' H2O2 généré par la MnSOD à partir de Oz°" est transformée en HzO 
par la catalase ou par la glutathion peroxydase (Gpx) qui consomme du glutathion réduit (GSH) 
(d'après Beal, 2005). 
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Figure 1.6.: Transport du calcium à travers la membrane mitochondriale interne. L'entrée de 
calcium dans la mitochondrie se fait par un transport unipore (UP) et par le RaM (Rapid Mode) qui 
permet l'entrée rapide du calcium mitochondrial suite à des modifications de la concentration 
cytosolique. Le troisième canal RyR (Ryanodine Receptor) intervient dans le transport du calcium 
dans des cellules excitables. La sortie du calcium se fait par l'entremise de canaux antiports, couplée à 
l'entrée de sodium dans la cellule. Le calcium peut également sortir via le PTP (Permeability 
Transition Pore), canal aspécifique constitué de plusieurs protéines mitochondriales (Brookes et al. 
2004). 
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Figure 1.7.: Le « Permeability transition pore» (PTP). Le PTP est un pore aspécifique traversant 
la double membrane mitochondriale. Il est formé par l'assemblage de protéines mitochondriales qui 
sont représentées ci-dessus: l' ANT (Adenine Nucleotide Translocator), VDAC (Voltage-Dependent 
Anion Channel), une hexokinase, la créatine kinase (CK), le « peripheral benzodiazepine receptor » 
(PBR) et la protéine matricielle Cyclophiline D (CycD). Il permet le passage de molécules de poids 
moleculaire inférieur à 1,500 kDa. Les actions de molécules modulatrices de l'ouverture du PTP 
comme la cyclosporine A (CsA), l'acide bongkrékique et l'atractyloside sont également représentées. 
Sur le schéma, en membrane interne sont représentés les complexes respiratoire et la FlFO ATP · 
synthase. Enfin, TOM (Transporter of Outer Membane) et TIM (Transporter oflnner Membrane) sont 
des complexes protéiques permettant l'importation de protéines destinées à la mitochondrie (Brookes 
et al, 2004). 
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Figure 1.8.: A. Effets positifs et négatifs de la concentration calcique mitochondriale sur la cellule. 
En conditions physiologiques, une légère augmentation de la concentration calcique mitochondriale active 
des enzymes impliquées dans le cycle de Krebs, le complexe V et l'ANT, ce qui augmente la production 
d' ATP. En condition pathologique, une augmentation trop importante de la concentration calcique 
mitochondriale entraîne la mort cellulaire par la production de ROS. 
B. Mécanismes de stimulation de la production de ROS par le calcium mitochondrial: Le calcium 
active le cycle de Krebs (TCA cycle), ce qui augmente le nombre d'électrons entrant dans la chaîne de 
respiration (1), il active la NO synthase (NOS) (2) et le NO produit inhibe le complexe IV (3). Cela 
provoque la production de ROS au niveau de la coenzyme Q ( 4). Ensemble, le calcium et le NO peuvent 
inhiber le complexe I de la chaîne et entraîner la production de ROS à ce niveau (5). Le calcium peut 
également rompre les interactions entre cardiolipine et cytochrome c en membrane interne mitochondriale 
(6), et à forte concentration, engendrer l'ouverture du PTP (Permeability Transition Pore) (7), ce qui 
permet la libération du cytochrome c, ce qui bloque donc le complexe III (8), et augmente la prouction de 
ROS au niveau de la coenzyme Q (Paul S. Brookes et al. 2004). 
concentrations, des fonctions dans la signalisation et des processus cellulaires tels que 
l'apoptose, la division cellulaire, ... (Brookes et al., 2004). 
1.1.5. La mitochondrie et le calcium 
La mitochondrie est un organite important de l'homéostasie du calcium intracellulaire. 
En effet, elle est capable de stocker le calcium dans la matrice et ainsi de moduler la 
concentration en calcium cytosolique. Notons que les ions Ca2+ entrent et sortent sans cesse 
de la mitochondrie(= cycle mitochondrial du calcium) (Chakraborti et al., 1999) (figure 1.6). 
L'entrée du calcium en condition basale ([Ca2+lc = ± 100 nM) est permise par un canal 
unipore et médiée par le potentiel de membrane mitochondrial. En cas d'une augmentation 
rapide en calcium cytosolique, le calcium peut être stocké dans la mitochondrie, et un autre 
canal, appelé « Rapid-Mode » (RaM), permet l'entrée rapide de calcium (de l'ordre de la 
milliseconde) dans la matrice mitochondriale. Le calcium sort ensuite de la mitochondrie par 
deux systèmes. Premièrement, par des canaux antiports impliquant l 'entrée de sodium dans 
l'organite et deuxièmement via le Permeability Transition Pore (PTP, voir figure 1. 7). Le PTP 
est un canal aspécifique constitué de l'ANT, de VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel), 
mais également d'un ensemble d'autres protéines telles qu'une hexokinase, la créatine kinase, 
le récepteur périphérique aux benzodiazépines (PBR) et la protéine matricielle Cyclophiline D 
(CycD). Il permet le passage de molécules et ions de poids moléculaires inférieurs à 1,500 
kDa. 
La concentration calcique mitochondriale est importante, car le calcium intervient 
positivement et négativement dans la régulation des différentes voies métaboliques 
mitochondriales (figure 1.8) Ainsi, de brèves augmentations de faibles amplitudes de la 
concentration en ions Ca2+ dans cet organite engendrent une diminution du potentiel de 
membrane mitochondrial et une activation de la phosphorylation oxydative. Le calcium active 
en effet les enzymes telles que la pyruvate déshydrogénase, l'isocitrate déshydrogénase et l'a-
cétoglutarate déshydrogénase, qui produisent toutes du NADH + H+. Il active également la 
FlFo-ATPsynthase ainsi que l'ANT (Brookes et al., 2004; Gunter et al., 2004). 
Cependant, une accumulation trop importante de calcium dans la matrice 
mitochondriale, faisant souvent suite à une augmentation de la concentration cytosolique, peut 
devenir néfaste pour la cellule. La chute du potentiel de membrane qui en résulte et 
l'activation du cycle de Krebs et de la chaîne de phosphorylation vont engendrer une 
production importante de ROS qui vont concourir à l 'ouverture du PTP suite à son oxydation. 
Cette ouverture peut provoquer la sortie des enzymes antioxydantes mitochondriales vers le 
cytosol et augmenter les risques d'oxydation des molécules mitochondriales. De plus, 
l'ouverture du PTP et la libération du cytochrome c ( dissocié des cardiolipines par le calcium) 
sont également impliquées dans l'initiation du processus de mort cellulaire par apoptose (voir 
point 1.5.4 : la voie apoptotique mitochondriale). Ainsi, si le calcium est indispensable à de 
nombreuses fonctions mitochondriales, une surcharge en cet ion dans la mitochondrie peut 
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Figure 1.9.: Carte du génome mitochondrial humain et principales mutations induisant des 
dysfonctionnements mitochondriaux responsables de syndromes ou pathologies 
mitochondriales. Cette carte du génome mitochondrial reprend les mutations les mieux caractérisées 
engendrant un dysfonctionnement mitochondrial et les pathologies qui en découlent. La mutation 
MERRF en position 8344 (A8344G) touchant un ARN de transfert pour la lysine est celle qui 
retiendra plus particulièrement notre attention au cours de ce travail (Wallace, 1999 ). 
1.2. Les dysfonctionnements mitochondriaux 
1.2.1. Maladies mitochondriales : généralités (Graeber et al., 1998; Jiang et al., 
1999; Schon,2000) 
De nombreuses pathologies humaines sont causées par un dysfonctionnement de la 
mitochondrie. Les causes ainsi que les phénotypes associés peuvent être nombreux. D'un 
point de vue génétique, les pathologies trouvent leur origine dans une altération directement 
du génome mitochondrial ou dans une altération de gènes nucléaires codant pour des 
protéines mitochondriales. 
Au niveau mitochondrial, une centaine de mutations et d'innombrables réarrangements 
de l 'ADN mitochondrial sont connus pour être responsables de pathologies (voir figure 1.9). 
Les tissus et organes les plus sensibles sont ceux qui consomment le plus d'énergie tels que 
les muscles et le cœur. L'analyse des maladies et des phénotypes associés est très complexe. 
En effet, une mutation peut engendrer une grande diversité de phénotypes et à l ' inverse, un 
phénotype particulier peut être associé à de nombreuses mutations différentes. De plus, une 
autre difficulté provient du fait que la plupart des mutations sont hétéroplasmiques, c'est-à-
dire que dans une cellule, les mitochondries porteront aussi bien l' ADN sauvage quel' ADN 
muté en proportions variables selon la cellule ou selon le tissu considéré. 
Plusieurs mutations dans l 'ADN mitochondrial touchent les ARN de transfert et 
altèrent par là la synthèse protéique mitochondriale dans son ensemble. Citons par exemple 
les mutations responsables de la pathologie MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy 
With Lactic Acidosis and Stroke-like episodes) au niveau des nucléotides 3243 et 3271 de 
l 'ARNt portant la leucine. Cliniquement, la pathologie est caractérisée par des myopathies, 
des anomalies cardiaques, des migraines, de la démence et est associée au diabète 
mellitus ... Dans la même catégorie, la pathologie MERRF (Myoclonus Epilepsy with Ragged-
Red Fibers) est due à une mutation au niveau d'un ARN de transfert codant pour une lysine. 
Cette pathologie sera détaillée plus loin dans l'introduction. 
Des maladies mitochondriales peuvent également être dues à une mutation au niveau 
des gènes codant des protéines mitochondriales. Le syndrome LHON (Leber's Hereditary 
Optic Neuropathy) en fait partie. Ce dernier est dû à plusieurs mutations au niveau d'une des 
sous-unités de la NADH déshydrogénase. Les patients atteints de ce syndrome 
(principalement les hommes) perdent la vue suite à la mort du nerf optique, présentent des 
problèmes moteurs, des difficultés à parler, ... 
Une autre mutation se situe au niveau du nucléotide 8993 dans le gène codant pour 
une des sous-unités de la Fl-Fo ATPsynthase et est responsable de syndromes différents en 
fonction de la proportion à laquelle elle est présente dans un tissu. Ainsi, à un taux inférieur à 
7 5 %, cette mutation engendre des faiblesses musculaires, des ataxies,... à des taux 
supérieurs, elle est responsable de la maladie de Leigh, souvent mortelle. 
Mis à part les mutations, des réarrangements du génome mitochondrial peuvent aussi 
être responsables de pathologies. Ainsi des délétions sont responsables des syndromes que 
sont les « Chronic Progressive External Ophthalmopelia » (CPEO) et le « Kearnes-Sayre 
Syndrome» (KSS) caractérisés par des ataxies, des problèmes de conduction cardiaque, de la 
démence et des problèmes rénaux. 
Comme expliqué plus haut, le noyau code pour de nombreuses protéines 
mitochondriales, et des maladies mitochondriales sont également associées à des mutations 
dans des gènes nucléaires. Ces mutations ne sont plus hétéroplasmiques et présentent une 
ségrégation de type mendélienne. Ainsi, des gènes codant pour des protéines de la chaîne de 
phosphorylation oxydative peuvent être mutés. C'est le cas de mutations dans plusieurs sous-
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unités du complexe I codées par le génome nucléaire. Celles-ci peuvent être responsables de 
la maladie de Leigh, citée ci-dessus. Il existe aussi des syndromes liés à des mutations au 
niveau du coenzyme Q 10 ou ubiquinone, qui est chargée de transmettre les électrons depuis le 
complexe II vers le complexe III de la chaîne de phosphorylation oxydative. 
Enfin, des déficiences mitochondriales interviennent également dans des maladies 
neurodégénératives telles que les maladies de Parkinson et d'Alzheimer. Dans ces 
pathologies, bien qu'un dysfonctionnement mitochondrial soit souvent observé, il est difficile 
d'établir si l'altération de l'activité mitochondriale est une cause ou une conséquence de la 
pathologie. Cependant, des mutations dans le génome et autres déficiences dans les 
complexes de la chaîne de phosphorylation oxydative pourraient être des éléments qui 
sensibilisent une personne à la maladie. 
1.2.2. Le syndrome MERRF (Myoc/onic Epilepsy and Ragged-Red Fiber) 
Le syndrome MERRF est caractérisé par une accumulation de mitochondries sous le 
sarcolemme des cellules musculaires squelettiques. Il est provoqué par plusieurs mutations 
touchant un ARN de transfert mitochondrial qui lie la lysine (Masucci et al., 1995). La 
mutation la mieux caractérisée est une mutation au niveau de la base 8344, où une guanine 
remplace une adénine (A8344G) (Chomyn, 1998). Cliniquement, le syndrome MERRF est 
une encéphalomyopathie caractérisée par des épilepsies myocloniques, des ataxies et des 
myopathies mitochondriales. Les organes les plus consommateurs en ATP tels que les 
muscles et le cerveau sont majoritairement touchés mais ne sont pas les seuls affectés. La 
mutation provoquant le syndrome est hétéroplasmique, ce qui permet d'expliquer, en partie, 
que la même mutation puisse donner lieu à des symptômes divers (Chomyn, 1998). 
La mutation dans l' ARNt pour la lysine engendre dans la cellule une série de 
modifications qui vont perturber le fonctionnement cellulaire. Ainsi, des fibroblastes de 
patients atteints du syndrome MERRF ont été mis en culture et analysés à différents niveaux. 
La synthèse protéique mitochondriale est diminuée dans ces cellules, et des déficiences de 
l'activité de la chaîne respiratoire ont été mises en évidence, plus particulièrement au niveau 
des complexes I et IV, les autres complexes ne montrant guère de variation. Suite à ces 
altérations, le potentiel de membrane mitochondrial diminue dans les cellules atteintes de la 
mutation (James et al., 1996). 
De plus, la lactate déshydrogénase montre une activité accrue dans ces cellules. Ceci 
s'explique par le fait que les cellules ne possédant plus de chaîne de phosphorylation 
oxydative fonctionnelle vont produire leur ATP par la voie de la glycolyse. Celle-ci aboutit à 
la formation de pyruvate, qui va par l'action de la lactate déshydrogénase être transformé en 
lactate. Cette réaction permet l'oxydation du NADH qui ne peut plus transférer ses électrons 
au niveau du complexe I de la chaîne respiratoire. 
Ces cellules produisent donc leur A TP par la voie de la glycolyse, qui offre un 
rendement bien moindre que celui de la respiration. Ainsi, il est compréhensible que le 
cerveau et les muscles squelettiques, organes les plus consommateurs en ATP, subissent des 
dysfonctionnements chez les patients atteints de la mutation. 
En réponse à la déficience mitochondriale le nombre de mitochondries et la taille de 
ces organites augmente dans les cellules porteuses de la mutation et plus particulièrement 
dans les cellules des muscles squelettiques (Wallace, 1999). Ce phénomène est probalement le 
résultat d'une activation compensatrice de la biogenèse mitochondriale en réponse au 
dysfonctionnement de l'organite impliquant la surexpression de gènes codant pour des 

















de cellules rhoO 
Population non clonale 
de cellules Rho- (maintien du 
traitement au bromure d'éthidium) 
Figure 1.10.: Etapes menant à l'obtention de lignées cellulaires clonales ou non déplétées 
respectivement complètement ou partiellement en ADN mitochondrial par un traitement 
au bromure d'éthidium. Ces étapes comportent un traitement au bromure d'éthidium pendant 
10 à 30 passages, et une sélection des cellules indépendante du processus de phosphorylation 
oxydative pour la production d'ATP. En blanc, les mitochondries possédant de l'ADN sauvage, 







du syndrome Fusion/Sélection 
MERRF 
Population clonale de cellules 
cybrides 
Figure 1.11.: Etapes menant à l'obtention de cellules cybrides 
possédant la mutation MERRF. Les cellules cybrides sont obtenues 
par fusion d'un myoblaste énucléé possédant la mutation responsable 
du syndrome MERRF avec une cellule rho0 déplétée en ADN 
mitochondrial . 
sont plus volumineux dans ces cellules. Ceci peut s'expliquer par un turnover plus rapide des 
mitochondries dans ces cellules, les organites étant dégradés par les lysosomes par un 
processus d'autophagie (James et al., 1996). 
1.3. Les modèles cellulaires et les cellules cybrides MERRF 
En raison de la faible disponibilité des cellules de patients atteints du syndrome 
MERRF et de leur nombre limité de passages en culture, d'autres outils cellulaires ont été 
générés , comme les cellules cybrides. Celles-ci provenant de la fusion de cellules énucléées 
issues de patients porteurs de la mutation d'intérêt avec des cellules déplétées en ADN 
mitochondrial. Il est donc important d'introduire maintenant la notion de cellules déplétées en 
ADN mitochondrial. 
1.3.1. Les cellules déplétées en ADN mitochondrial 
Les cellules déplétées en ADN mitochondrial sont obtenues à partir de cellules, 
souvent transformées, qui ont été traitées de manière chronique avec du bromure d'éthidium. 
Cette molécule, en faible concentration a pour caractéristique d'inhiber la polyrnérase gamma 
et donc la synthèse de l 'ADN mitochondrial sans interférer avec la synthèse de l 'ADN 
génomique. Ainsi, après une division cellulaire en présence de bromure d'éthidium, le nombre 
de molécules d'ADN mitochondrial diminue de moitié. Une cellule contenant en moyenne 
10000 molécules d'ADN mitochondrial, il suffit théoriquement de 14 générations pour 
ramener ce nombre à 0,6, mais une seule molécule d'ADN mitochondrial suffit à repeupler la 
cellule en absence de bromure d'éthidium (= réversion de phénotype). Les cellules sont 
ensuite sélectionnées en présence d'un inhibiteur de la chaîne respiratoire mitochondriale afin 
de ne conserver que les cellules qui ont subi un « shift glycolytique », qui sont donc 
indépendantes de la présence de mitochondries fonctionnelles pour leur production d' A TP. A 
ce stade, deux types de populations cellulaires peuvent être générés (voir figure 1. 10). 
Premièrement, des populations de cellules non clonales (rho) qui doivent être 
continuellement traitées au bromure d'éthidium pour empêcher le repeuplement des cellules 
par de l' ADN mitochondrial. Dans cette population, la quantité d'ADN mitochondrial peut 
varier d'une cellule à l'autre. 
Deuxièmement, en opérant par dilutions sériées, il est possible d'obtenir une 
population clonale de cellules ne possédant plus une seule molécule d'ADN mitochondrial et 
caractérisées par l'absence d'ampli con obtenue lors de PCR (Polymerase Chain reaction) 
réalisées sur de l' ADN mitochondrial. Ces cellules appelées rho O ne doivent plus être traitées 
au bromure d'éthidium dont le rôle devient inutile. Au laboratoire, nous travaillons également 
sur des cellules 143B dérivées d'un ostéosarcome humain (crl-8303, American type Culture 
collection, Rockville, USA), ainsi qu'une lignée dérivée appelée 143 rho0, déplétées en ADN 
mitochondrial. Ces cellules ont été générées et offertes généreusement par G. Attardi 
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Figure 1.12.: La mutation MERRF en position 8344 sur l' ADN mt. A gauche, 
l' ARNt mitochondrial codant pour la lysine, à droite, le même ARNt touché par la 
mutation MERRF (A8344G): une guanine remplace une adénine en position 8344. 
L 'uridine entourée d'un rond noir ne subit pas de modification post-transcriptionnelle 
contrairement à la même uridine dans l' ARNt sauvage, ce qui engendre des problèmes de 
reconnaissance codon-anticodon lors de la traduction des protéines mitochondriales 
(Yasukawa et al. 2001). 
1.3.2. Les cellules cybrides 
Dans le cadre de ce travail, ce sont des cellules cybrides MERRF qui ont été utilisées. 
Elles proviennent de la fusion de myoblastes énucléés de patients atteints du syndrome 
MERRF causé par la mutation A8344G avec des cellules déplétées en ADN mitochondrial, 
les 143 rho0 (figure 1.11). Ainsi, le phénomène consiste à repeupler les 143 rho0 avec des 
mitochondries présentant la mutation responsable du syndrome. Ces modèles permettent 
d'étudier l'effet de la mutation dans un contexte nucléaire constant. Ces cellules ont 
également été offertes par G. Attardi. 
Ces cellules cybrides présentent des caractéristiques identiques à celles observées sur 
des fibroblastes de patients (voir 1.2.2). Ainsi, il a été montré que la synthèse de protéines à 
partir du génome mitochondrial était diminuée d'environ 70 % par rapport à des cellules 
possédant l'ADNmt sauvage (Masucci et al., 1995). 
L'activité respiratoire, mesurée par la consommation d'oxygène, diminue également 
d'un facteur 10 dans de telles cellules cybrides par rapport à des cellules contrôles ( cellules 
rho0 repeuplées avec des mitochondries d'un individu sain). Ceci s'explique aisément par le 
fait que la synthèse protéique mitochondriale étant diminuée, la chaîne de phosphorylation 
oxydative est découplée, et la cellule produit principalement son énergie par la voie de la 
glycolyse (Masucci et al., 1995), ce qui s'accompagne d'une augmentation de la production 
de lactate et de pyruvate observée dans les cellules touchées par la mutation MERRF. De plus, 
une diminution de la production d' A TP était corrélée à l'augmentation de la concentration en 
lactate et en pyruvate (Pallotti et al., 2004). 
Notons que si la synthèse protéique mitochondriale est altérée dans les cellules 
cybrides mutées , des protéines codées par le génome nucléaire peuvent également être 
soumises à une variation d'abondance dans le sens d'une augmentation (c'est le cas de la 
pyruvate déshydrogénase, par exemple) ou d'une diminution (c'est le cas de sous-unités du 
complexe IV de la chaîne respiratoire) (Tryoen-Toth et al., 2003). 
Comment l 'ARNt muté engendre-t-il tous ces effets ? Plusieurs hypothèses ont été 
proposées. L'équipe de G. Attardi a montré, sur des cellules cybrides obtenues à partir de 
cellules 143 rho0, que le nombre d'ARNt liés à une lysine diminue dans des cellules 
présentant la mutation MERRF. Ceci expliquerait le fait que la synthèse protéique diminue, 
d'autant plus que la mutation en position 8344 intervient au niveau d'une boucle très 
conservée dans la séquence de l'ARNtLYS, impliquée dans des interactions avec la machinerie 
de traduction (figure 1.12) (Enriquez et al., 1995) . De plus, le processus de traduction s'arrête 
fréquemment de manière prématurée à proximité des codons lysine, générant des polypeptides 
tronqués. 
En 2001, Yasukawa et collaborateurs, ont montré que des cellules cybrides dérivées de 
cellules HeLa ne présentaient pas de diminution d'abondance en ARNt amino acétylés (liés à 
une lysine), et que les interactions avec la machinerie de traduction ne sont pas altérées 
(Yasukawa et al., 2001). Par contre, ils expliquent la diminution de la synthèse protéique 
mitochondriale par une modification post-transcriptionnelle au niveau d'une uridine 
intervenant dans la reconnaissance codon-anticodon (figure 1.12). Cette modification n'ayant 
pas lieu dans les cellules possédant la mutation A8334G, la reconnaissance codon-anticodon 
est biaisée. 
Mentionnons enfin que Masucci et collaborateurs (1995) ont montré que tous les 
produits de la traduction mitochondriale sont affectés dans des cellules cybrides 143B rho0, 
indépendamment du nombre de lysines que contiennent ces protéines. Plusieurs mécanismes 
peuvent être proposés pour expliquer ce phénomène. Tout d'abord, un mécanisme de type 
« réponse stringente », décrit chez les bactéries. Si un acide aminé vient à diminuer (ici la 
lysine) , tous les autres acides aminés vont être produits en moindre quantité dans un souci de 
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Figure 1.13.: La communication rétrograde. Suite à un stress touchant directement la 
mitochondrie, une augmentation de la concentration en calcium dans le cytosol est 
observée. Ceci engendre l'activation de kinases et de phosphatases provoquant 
l'activation de facteurs de transcription tels que CREB qui modifient l'expression de 
gènes nucléaires (Butow et al. 2004). 
limiter la dépense d'énergie. Ensuite, il est possible qu'au niveau des codons lysine, il y ait un 
« frameshift », c'est-à-dire que le ribosome change de phase de lecture en arrivant à proximité 
d 'une séquence consensus de 7 paires de bases. Cette dernière hypothèse permet d'expliquer 
que les cellules atteintes de la mutation synthétisent des polypeptides tronqués que l 'on ne 
rencontre pas dans les cellules sauvages. Enfin, il est possible également que les ribosomes 
« restent bloqués » sur l'ARNm au niveau des codons lysine et que ceci engendre une 
diminution du pool de ribosomes libres et donc de la synthèse protéique sans influence du 
nombre de lysines dans la séquence polypeptidique. Notons qu'un argument de taille en 
faveur de cette hypothèse est le fait qu'un des 13 polypeptides encodés par l 'ADN 
mitochondrial ne possède pas de lysines dans sa séquence primaire et que pourtant, son 
abondance diminue également lorsque la mutation MERRF est présente (Masucci et al. , 
1995). 
1.4. Caractéristiques de cellules présentant un dysfonctionnement 
mitochondrial 
1.4.1. Variation de l'expression de gènes nucléaires suite à la déplétion de 
l'ADNmt. 
Ce processus, initialement décrit chez la levure, est aujourd 'hui étudié dans plusieurs 
modèles de cellules de mammifères sous le nom de« communication rétrograde ». Celle-ci se 
définit de manière large par les réponses cellulaires fournies à un changement de l'état 
fonctionnel de la mitochondrie, ces réponses englobant les modifications de l'expression des 
gènes nucléaires (Butow et al. , 2004). Au moins une des voies de communication rétrograde 
dépend du calcium intracellulaire. Par exemple, dans les cellules 143 rho0 déplétées en ADN 
mitochondrial, ou dans des cellules cybrides touchées par la mutation MERRF (A8344G), le 
potentiel de membrane mitochondrial est plus faible que dans les cellules parentales, et la 
concentration en calcium libre augmente dans le cytosol (Arnould et al., 2002). Ceci engendre 
l'activation du facteur CREB (cAMP-Responsive Element Binding protein) par l' entremise de 
la CaMKIV (calcium/calmoduline kinase IV) (voir figure 1.13.), activée par l'augmentation 
de la concentration calcique. Le facteur CREB phosphorylé peut alors recruter p53, qui inhibe 
le cycle cellulaire, ce qui explique que les cellules déplétées en ADN mitochondrial font 
preuve d'une croissance moins rapide que les cellules parentales. 
D'autres facteurs de transcription sont également impliqués dans la communication entre la 
mitochondrie non fonctionnelle et le noyau. Ainsi, en 1999, Biswas et collaborateurs ont 
montré que, dans des myoblastes déplétés en ADN mitochondrial (C2C12 rho0), l' élévation 
de la concentration en calcium cytosolique, pouvait modifier l' expression de gènes nucléaires 
en provoquant l'activation des facteurs de transcription ATF2 (Activated Transcription Factor 
2) et NF AT (Nuclear Factor Activated T-cell) par respectivement, les Jun N-terminal Kinases 
(JNK) et par la calcineurine, et en inhibant l' activité du facteur de transcription NF-kappaB 
(Biswas et al. , 1999). 
Si la compréhension des mécanismes par lesquels l'expression des gènes nucléaires est 
modifiée suite à un dysfonctionnement mitochondrial fait l'objet d'études , il est surtout 
intéressant d'analyser en quoi cette expression est modifiée, quels sont les gènes dont 
l' expression varie, .. . Deux études transcriptomiques à l' aide de microarrays à haute densité 
ont été réalisées afin de mettre en évidence les différences d' expression génique entre des 
cellules rho0 et les cellules parentales correspondantes. Ces études portent sur une lignée issue 
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d'un cancer du sein (MDA-MB-435) (Delsite et al., 2002), la lignée cellulaire 143B déjà 
présentée, une lignée de cellules épithéliales (ARPE 19) et une lignée fibroblastique issue d'un 
patient atteint du syndrome de Kearns-Sayre (GMO6225) (Miceli et al., 2005). Bien que bon 
nombre de modifications soient propres à chaque lignée cellulaire, et donc fonction du 
background génétique nucléaire exprimé dans ces cellules, on peut néanmoins dégager 
certaines tendances de variations d'expression de gènes induites par le dysfonctionnement 
mitochondrial (Miceli et al., 2005) : 
Gènes impliqués dans le métabolisme énergétique : plusieurs gènes codant pour des 
enzymes de la glycolyse sont surexprimés dans les cellules rho0 (glucokinase, lactate 
déshydrogénase, ... ), tandis que celui codant pour la fructose-1,6-biphosphatase 
intervenant dans la néoglucogenèse est sous-exprimé. Ces résultats ne sont pas 
surprenants dans des cellules ne pouvant plus fournir d' A TP à partir de la 
phosphorylation oxydative. 
Gènes codant pour des constituants mitochondriaux, dont la sous-unité Vb de la 
cytochrome oxydase, l' ANT, la créatine kinase mitochondriale,... qui sont 
surexprimés dans les cellules rho0. La surexpression de ces protéines mitochondriales 
atteste d'une biogenèse mitochondriale active, dans des cellules dépourvues d'ADN 
mitochondrial. 
Gènes codant pour des protéines impliquées dans la réponse aux stress oxydatifs, 
généralement surexprimés dans les cellules rho0 (MnSOD, Gpx, Hème oxygénase 
1, ... ). Comme nous le verrons plus loin, les cellules déplétées en ADNmt sont le lieu 
d'une production mitochondriale importante de ROS. 
Gènes codant pour des protéines impliquées dans la transduction du signal et pour des 
facteurs de transcription comme PP ARgamma ou c-myc. Ce dernier est surexprimé 
dans chacune de trois lignées rho0 testées. Les auteurs ont montré, par une approche 
basée sur l'ARN interférence, que l'induction de l'expression de c-myc dans les 
cellules rho0 est importante pour l'augmentation de l'activité glycolytique. 
Les cellules présentant la mutation MERRF n'ont pas encore fait l'objet d'étude 
transcriptomique à haute densité, mais une autre étude à large spectre a été conduite, au 
niveau protéique cette fois. Une étude protéomique sur des mitochondries purifiées a révélé la 
sous-expression dans les cellules présentant la mutation A8344G de sous-unités composant 
les complexes I et IV de la chaîne respiratoire codées par le génome nucléaire, alors que 
plusieurs sous-unités de la pyruvate déshydrogénase sont surexprimées dans ces cellules. 
Celle-ci permet de transformer le pyruvate, produit de la glycolyse, en acétyl-CoA, destiné à 
rentrer dans le cycle de Krebs. Des différences dans les modifications post-traductionnelles de 
la pyruvate déshydrogénase ont également été mises en évidence (Tryoen-Toth et al., 2003). 
On peut corréler certains résultats obtenus par ces approches dites « sans a priori » avec 
des études biochimiques qui ont été menées dans des cellules rho0 et/ou dans des cellules 
présentant la mutation MERRF, notamment dans le domaine du métabolisme énergétique, de 
l' équilibre rédox, et de l'homéostasie calcique que nous allons détailler aux points suivants. 
1.4.2. La chaîne de phosphorylation oxydative et le potentiel de membrane 
mitochondrial 
Dans les cellules déplétées en ADN mitochondrial, les 13 polypeptides intervenant 
dans la chaîne de phosphorylation oxydative et codés par le génome mitochondrial ne sont pas 











Figure 1.14.: Hypothèses émises quant au maintien du potentiel de membrane mitochondrial dans des 
cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial. A gauche, la FlFo déficiente catalyse la 
réaction de déphosphorylation de l'ATP4- en ADP3-, entrainant le fonctionnement inverse de l'ANT ce qui 
génère un potentiel de membrane. A droite, la surexpression du canal à chlore mtCLIC dans les cellules 
présentant un dysfonctionnement mitochondrial permet le transport d'ions CI- dans la matrice 
mitochondriale (d'après Arnould et al., 2003). 
mitochondriale avec les sous-unités codées par le génome nucléaire, sans toutefois permettre 
le fonctionnement de la chaîne respiratoire (Marusich et al., 1997). 
Ainsi, la phosphorylation oxydative étant non fonctionnelle, les cellules produisent de 
l 'A TP par la voie de la glycolyse. Cette dernière a un rendement beaucoup plus faible que la 
respiration cellulaire, et les cellules déplétées consomment donc une quantité de glucose plus 
importante que les cellules parentales. Dans le cas des cybrides mutées, la synthèse des 13 
polypeptides mitochondriaux est diminuée, et ces cellules survivent aussi grâce à la glycolyse, 
la respiration n'étant plus suffisante. Elles consomment donc également une plus grande 
quantité de glucose (Marusich et al., 1997). 
Une autre conséquence du dysfonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale 
est une diminution du potentiel de membrane, décrite dans des cellules déplétées en ADN 
mitochondrial (Buchet et al., 1998) ainsi que dans des fibroblastes provenant de patients 
atteints de la mutation MERRF (James et al., 1996). Plusieurs hypothèses illustrées à la figure 
1.14 ont été proposées quant à l'origine de ce potentiel de membrane résiduel dans les cellules 
présentant un dysfonctionnement de la chaîne respiratoire. Tout d'abord, dans les cellules 
Rho0, la Fl-ATPase est dissociée de la Fo-ATPase dont plusieurs sous-unités sont codées par 
l ' ADN mitochondrial. Dans cette situation, la F 1-ATPase hydrolyse l 'ATP, produisant de 
l 'ADP3- dans la matrice mitochondriale (Buchet et al., 1998). L 'ANT fonctionne alors dans un 
mode inverse de son activité normale et permet l'échange d'un ADP3- depuis la matrice 
mitochondriale contre un A TP4- cytosolique. L 'ANT permet donc, par son activité antiport 
inverse, le maintien d'un certain potentiel de membrane mitochondrial (Buchet et al., 1998). 
Une seconde hypothèse a été proposée au laboratoire suite à la mise en évidence de la 
surexpression de la protéine mtCLIC, un canal à chlore mitochondrial, dans plusieurs modèles 
cellulaires présentant un dysfonctionnement mitochondrial, dont les cybrides MERRF. La 
modulation de l'expression et/ou de l'activité de mtCLIC entraîne des modifications du 
potentiel de membrane mitochondrial, suggérant que le transport des ions cr dans la matrice 
mitochondriale contribue au maintien du potentiel de membrane mitochondrial en absence de 
respiration active .(Arnould et al., 2003). 
1.4.3. Equilibre rédox 
La chaîne respiratoire mitochondriale est un lieu important de la production de ROS, 
comme nous l'avons vu au point 1. 1 .4. Lorsque la chaîne respiratoire est défectueuse, comme 
c'est le cas des cellules rho0 ou porteuses de la mutation MERRF, la mitochondrie génère 
davantage de ROS (Wei et al, Chin J Physiol 2001). Toutefois, l'équilibre rédox de la cellule 
dépend également du niveau de défenses antioxydantes, qui peuvent varier dans les cellules 
présentant un dysfonctionnement mitochondrial 
Ainsi, dans des cellules SK-Hep 1 dérivées d'un hépatome, la production d'O2·- est 
augmentée dans les cellules déplétées en ADN mitochondrial, mais la concentration en ROS 
est identique à celle observée dans les cellules parentales car. La MnSOD et la Gpx sont 
surexprimées suite au dysfonctionnement mitochondrial, ce qui permet à la cellule de 
neutraliser l ' O2·-produit (Park et al., 2004). 
Par contre, dans les cellules 143 rho0, la concentration intracellulaire des ROS est 
augmentée par rapport aux cellules 143B parentales. Dans les cellules déplétées en ADN 
mitochondrial, l'activité de la MnSOD diminue, l'activité de la catalase est inchangée. De 
plus, les défenses antioxydantes dépendantes du glutathion sont modifiées : la concentration 
en GSH et l'activité de la glutathion réductase diminuent, provoquant une baisse du rapport 
GSH/GSSG, indicateur de l'état d'oxydation de la cellule. (Vergani et al., 2004). Signalons 
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que la production de ROS et les niveaux d'activité et d'expression des enzymes anti-
oxydantes varient dans les cellules déplétées en ADN mitochondrial en fonction de la lignée 
cellulaire. 
Enfin, dans le cas de patients atteints du syndrome MERRF, la production de ROS (02·-, 
H202) est augmentée et l'abondance des transcrits et de la protéine MnSOD ainsi que 
l'activité de cette enzyme sont à la baisse (Wei et al., 2001 ), ce ~ui semble correspondre, au 
moins en partie, aux variations observées dans les cellules 143 rho . 
1.4.5. L'homéostasie calcique 
Plusieurs études font état d'une élévation de la concentration cytosolique en calcium 
dans des cellules déplétées en ADN mitochondrial par rapport aux cellules possédant de 
l' ADN mitochondrial sauvage, notamment dans les cellules murines L929 rho- (Arnould et 
al., 2002), ainsi que dans des cellules cancéreuses de poumons, les A459 (Amuthan et al., 
2002) . Dans les cellules A459 rho0, l'abondance d'un canal au calcium, le canal RyRl 
(Ryanodine Receptor-1), spécifique de cellules musculaires squelettiques, est augmentée aussi 
bien au niveau du transcrit qu'au niveau protéique. Ceci pourrait expliquer l'augmentation de 
la concentration calcique. De plus, une inhibition mitochondriale par des inhibiteurs 
métaboliques de la mitochondrie (antimycine, carbonyl cyanide m-chlorenphenylhydrazone 
( cccp ), valinomycine, azide) provoque également une augmentation de la concentration en 
calcium (Biswas et al., 1999). Rappelons que le calcium joue un rôle dans le phénomène de 
communication rétrograde au niveau des cellules déplétées en ADN mitochondrial (voir 
1.4.1.). 
Cependant, des données contradictoires sur la concentration en calcium dans les 
cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial existent dans la littérature. En effet; 
Sherer et al. (1999) ont montré que dans des cellules de neuroblastome déplétées en ADN 
mitochondrial, la concentration en calcium cytosolique était légèrement mais 
significativement à la baisse (Sherer et al., 2000). Plusieurs arguments dans la littérature 
montrent que les pathologies mitochondriales conduisent à des processus dégénératifs qui 
pourraient résulter de modifications de la sensibilité des cellules présentant une altération de 
l'activité mitochondriale à l'apoptose (Mroczek-Tonska et al., 2003). 
Le but principal de notre travail étant d'étudier la réponse à un stimulus pro-
apoptotique de cellules cybrides présentant une mutation ponctuelle dans le génome 
mitochondrial, nous allons donc poursuivre cette introduction en développant succintement le 
phénomène de mort cellulaire programmée ou apoptose. 
1.5. L'apoptose 
L 'apoptose est un processus physiologique par lequel la cellule va se donner la mort. 
C'est un moyen pour l'organisme de contrôler le nombre de ses cellules au sein de nombreux 
tissus (homéostasie tissu aire). Il intervient notamment lors du développement embryonnaire, 
mais également dans la maturation des systèmes immunitaire et nerveux. Une dérégulation de 
ce processus peut engendrer des pathologies telles que des cancers, des maladies neuro-
dégénératives , cardiovasculaires ou encore immunologiques. 
L'apoptose présente des caractéristiques morphologiques et biochimiques qui lui sont 
propres. Le phénomène s'achève par la formation de corps apoptotiques, mais la membrane 
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Désintégration des organites Pas de perte de l 'intégrité membranaire 
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petites vésicules délimitées par une membrane 
intacte appelées corps apoptotiques 
Caractéristigues biochimigues Caractéristigues biochimigues 
Perte de la régulation de l'homéostasie Processus étroitement régulé 
ionique Processus nécessitant de l 'A TP 
Processus passif (ne requiert pas d' A TP) Fragmentation non-aléatoire de l 'ADN 
Digestion aléatoire de l 'ADN Activation d'une cascade de protéases (caspases) 
Altération dans l'architecture membranaire 
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hypothermie .. . ) l'environnement hormonal) 
Induit une réponse inflammatoire Corps apoptotiques phagocytés par les 
macrophages ou les cellules voisines 
N'induit pas de réponse inflammatoire 
Figure 1.15.: Principales différences morphologiques, biochimiques et physiologiques entre la 
mort cellulaire par nécrose et la mort cellulaire par apoptose (Piret, 2005). 
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Figure 1.16.: Les caspases chez l'homme. Les caspases sont des cystéines-
aspartate protéases dont 11 membres sont connus chez l'homme. Certaines 
inteiviennent dans le processus inflammatoires, mais la grande majorité a un 
rôle à jouer dans l'apoptose. Parmi ces dernières, on distingue les caspases 
initiatrices (2 , 8, 9, 10), et les caspases effectrices (3 , 6, 7) (d'après 












Figure 1.17.: Schéma reprenant le mode d'activation des caspases illustré pour la 
caspase-3. L'activation des caspases s'effectue en plusieurs étapes à partir d'une pro-caspase 
inactive. D'abord deux clivages protéolytiques successifs après un aspartate (représentés par 
des flèches en gras) séparent les sous-unités du pro domaine. Ensuite, les caspases s'assemblent 
en tétramères composés de deux petites et deux larges sous-unités (d'après Zimmermann et al., 
2001) . 
plasmique reste intègre durant l'entièreté du processus et n'engendre pas de réponse 
inflammatoire associée, ce qui le différentie de la mort cellulaire par nécrose (figure 1. 15). 
1.5.1. Les caspases 
Les acteurs principaux intervenant dans l'apoptose sont des « Cysteine-ASpartate 
ProteASES » ou caspases (revues dans (Philchenkov, 2004; Shi, 2004; Zimmermann et al., 
2001).) A l'heure actuelle, 14 caspases ont été décrites chez les mammifères, et on en retrouve 
11 chez l'homme. On distingue les caspases intervenant dans l'apoptose des caspases 
intervenant dans l'inflammation, que nous ne détaillerons pas dans cette introduction (voir 
figure 1.16). 
Les caspases apoptotiques sont exprimées sous la forme de proenzymes inactives 
contenant trois domaines : le prodomaine en N-terminal, suivi de la large sous-unité contenant 
le site actif et le domaine en C-terminal, plus petit. Ces protéases clivent leurs substrats après 
un résidu aspartate (Asp). Les procaspases sont activées par deux événements de clivage 
protéolytiques. Tout d' abord, un premier clivage sépare la grosse et la petite sous-unité, 
ensuite, un second enlève le prodomaine. Notons que les caspases possèdent dans leur 
séquence primaire des aspartates entre les différents domaines, ce qui peut expliquer les 
phénomènes d'activation en cascades et d'auto-activation si les procaspases sont à proximité 
l'une de l'autre. 
Si les deux clivages successifs sont nécessaires à l'activation des procaspases en 
caspases, ils ne sont pas suffisants . En effet, les caspases sont actives sous forme de 
tétramères composés de 2 petites et 2 grosses sous-unités et contenant donc 2 sites actifs 
(figure 1.17). 
Les caspases sont subdivisées en 2 catégories principales basées sur leur ordre 
d' intervention dans la réponse apoptotique. Premièrement, les caspases initiatrices (caspase-
2 ; -8 ; -9) possèdent un long prodomaine leur permettant d'interagir avec d'autres protéines et 
d'intégrer et de propager les stimuli apoptotiques. Ces interactions se font par des domaines 
nommés CARD (caspase-recruitement domain) et DED (death effector domain) . Cette 
première classe de caspases n'induit pas directement la mort cellulaire mais agit en amont de 
la deuxième classe de caspases, possédant des prodomaines plus courts : les caspases dites 
effectrices ( caspase-3 ; -6 ;-7) . Parmi celles-ci, la caspase-3 a certainement un rôle 
prédominant dans l'apoptose. Elle active par exemple la « Caspase Activated DNAse » 
(CAD), qui fragmente l'ADN. Au repos, CAD est liée à iCAD (« inhibitor of CAD ») qui 
l'inhibe. iCAD est clivée par la caspase-3 activée, ce qui déclenche l'activation de CAD 
(Zimmermann et al., 2001). 
En plus de la variation de longueur du prodomaine, les 2 classes de caspases diffèrent 
par leur spécificité de substrats, chacune d'entre elle reconnaissant préférentiellement une 
séquence particulière comprenant un résidu aspartate. Cette spécificité de reconnaissance est 
en corrélation avec la fonction de la caspase. 
1.5.3. Les inhibiteurs de caspases (Zimmermann et al., 2001). 
Bien que les caspases soient exprimées sous forme de procaspases inactives, on 
retrouve également des inhibiteurs endogènes de caspases capables de réprimer leur activation 
dans la cellule. Ceux-ci empêchent une activation accidentelle des protéases menant à une 
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Figure 1.18.: Schéma topologique des domaines protéiques présents dans les 
inhibiteurs de caspases chez l'homme. Les IAPs, « Inhibitors of Apoptosis Protein », 
possèdent des domaines BIR permettant l'interaction avec les caspases, tandis que le 
domaine RING a une fonction d'ubiquitine ligase. Ainsi, en se liant aux caspases, ces 
inhibiteurs engendrent leur dêgradation par le protéasome. Les c-IAPsl et 2 possèdent 
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Figure 1.19.: Les protéines de la famille Bcl-2. Les protéines de la famille Bcl-2 sont 
subdivisées en 3 catégories : les anti-apoptotiques, les pro-apoptotiques, les protéines 
pro-apoptotiques dites BH3-only, ne présentant que le domaine BH3. Les protéines de 
cette famille possédent éventuellement un domaine d 'intégration en membrane (TM), 
des domaines permettant la formation de pores dans les membranes et des domaines de 
régulation (d'après Zimmermann et al. , 2001). 
apoptose non nécessaire. Parmi les principaux inhibiteurs naturels connus chez les 
mammifères et qui comptent actuellement 8 membres, on peut citer : c-IAP 1, cIAP2 
(« Inhibitor of Apoptose Protein »), XIAP (« X-linked IAP »), le neuronal IAP et la survivine. 
Ces différentes protéines ont toutes une action anti-apoptotique mais exercent leur effet par 
des mécanismes différents. Elles peuvent inhiber le recrutement des caspases comme la 
caspase-8 aux récepteurs de mort de la famille du TNFalpha, mais peuvent également 
séquestrer des protéines de la famille Bcl-2 ou encore inhiber la libération du cytochrome c 
mitochondrial dans le cytosol (voir points suivants). 
Dans la famille des inhibiteurs de caspases, XIAP paraît être l'inhibiteur le plus 
efficace. En effet, cet inhibiteur, tout comme les c-IAPl et 2 peuvent inhiber directement les 
capases 3, 7 et 9. Mécanistiquement, les IAPs interagissent avec les caspases par des 
domaines appelés BIR (Baculovirus IAP Repeats), le premier inhibiteur de caspase ayant été 
découvert chez ce virus (figure 1. 18). Toutes les IAPs possèdent 3 domaines BIR d'environ 
70 acides aminés riche en cystéines et histidines, exceptée la survivine qui n'en possède qu'un 
( figure 1. 18). Les inhibiteurs de caspases XIAP, c-IAP 1 et 2 possèdent également un domaine 
RING, ayant une fonction E3 ubiquitine ligase. Ce domaine pemet d'expliquer le mode 
d'action principal des IAPs. En effet, les inhibiteurs de caspases se lient à leur substrat par 
leur(s) domaine(s) BIR et sont ubiquitinés. Cette ubiquitination engendre leur propre 
dégradation par le protéasome, mais également la dégradation des caspases qui leurs sont 
associées (Zimmermann et al., 2001). Les protéines c-IAPl et c-IAP2 possèdent également un 
domaine de recrutement des caspases (CARD) localisé entre les domaines BIR et RING. Les 
IAPs bloquent l'activation des caspases en aval des protéines susceptibles de permettre la 
libération du cytochrome c mitochondrial comme Bax, Bid et Bak. 
1.5.4. La voie intrinsèque (mitochondriale) d'activation de l'apoptose. 
L'apoptose peut se dérouler selon deux grandes modalités, soit par l'activation de 
récepteurs membranaires de mort de la superfamille de récepteurs au TNFalpha et via la 
transduction du signal qui en découle (voie extrinsèque), soit par l'intégration d'un signal de 
danger au niveau de la mitochondrie et régulée par les membres de, la famille Bcl-2 (voie 
intrinsèque). Même si ces deux voies sont activées par des stimuli différents, elles aboutissent 
à l'activation des caspases 
Au niveau mitochondrial, les protéines de la famille Bcl-2 vont jouer un rôle 
prédominant. Cette famille de protéines contient 19 membres connus chez les mammifères et 
ayant toutes comme caractéristique commune de posséder au minimum un domaine BH (Bcl-
2 homology domain) (figure 1.19). 
La famille des protéines Bcl-2 est subdivisée en trois sous-familles. On distingue les 
protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bel-XL Mcl-1 et Bcl-w qui sont les mieux 
caractérisées; les protéines pro-apoptotiques telles que Bax, Bak et Bok et les protéines 
« BH3-only » à fonction également pro-apoptotique dont les membres les plus connus sont 
Bid et Bad. Le rapport d'abondance entre les facteurs pro- et anti-apoptotiques est donc 
déterminant la décision d'entrer en apoptose ou de maintenir la survie cellulaire. 
Bcl-2 est une protéine qui a été découverte dans l'étude d'un lymphome folliculaire à 
cellules B dans lequel il jouait le rôle de proto-oncogène. Depuis, de nombreuses études ont 
démontré le rôle significatif de Bcl-2 dans le processus apoptotique (Adams et al., 1998); 
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Figure 1.20.: La perméabilisation des membranes mitochondriales. a) formation d'un pore 
non spécifique en membrane mitochondriale interne à partir de l'ANT suite à des interaction 
avec les facteurs pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. b) perméabilisation de la membrane 
mitochondriale externe par l'ouverture de VDAC en réponse à son interaction avec Bax. c) 
formation d'un pore en membrane externe directement par des protéines de la famille Bcl-2 
telles que Bax (Atan Gross et al., 2000). 
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Figure 1.21.: Hypothèse permettant d'expliquer la libération du cytochrome c suite à 
l'ouverture du PTP. L'ouverture du PTP permet l'entrée d'eau et de solutés dans la matrice 
mitochondriale. Le volume de la matrice augmente, et la membrane interne, présentant une 
swface plus importante que la membrane externe, se « déploie » et entraîne la rupture de cette 
dernière, permettant ainsi la libération du cytochrome c de l'espace intermembranaire dans le 
cytosol (d'après Desagher and Martinou, 2000). 
Au repos, les facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bel-XL se retrouvent insérés, 
sous forme monomérique, en membrane mitochondriale externe où ils assurent l'intégrité 
mitochondriale en formant des hétérodimères avec des partenaires protéiques pro-
apoptotiques comme Bax, Bad, Bak et Bid, empêchant l'oligomérisation de ces facteurs qui, 
si elle est initiée permet la libération de facteurs apoptogènes mitochondriaux. 
Par contre, les facteurs pro-apoptotiques, présentent une localisation multiple et se 
retrouvent dans la membrane mitochondriale externe, la membrane du réticulum 
endoplasmique ou nucléaire et le cytosol. Cependant, une activation de la voie apoptotique, 
induite par exemple par des dommages dans l 'ADN nucléaire, va conduire à une translocation 
de certains de ces facteurs dans la membrane externe de la mitochondrie (Adams et al., 1998). 
Ce phénomène est provoqué par un changement de conformation permettant l'exposition du 
domaine BH3, domaine pro-apoptotique par excellence. Ces changements de conformation et 
de localisation des facteurs peuvent être déclenchés par différents mécanismes post-
traductionnels. Ainsi, Bax par exemple, une protéine pro-apototique cytosolique sera 
transloquée dans la mitochondrie suite à une oligomérisation. La protéine Bad, quant à elle, 
est phosphorylée au niveau basal sur les sérines 112 (par la Protéine Kinase A) et 136 (par 
Akt) ce qui engendre sa séquestration cytosolique par la protéine adaptatrice 14-3-3. La 
déphosphorylation de Bad par la calcineurine activée par une augmentation de la 
concentration en Ca++ cytosolique permet sa translocation dans la membrane mitochondriale 
externe. Un dernier processus d'activation et de translocation peut être le clivage. Ainsi, la 
protéine Bid cytosolique est clivée par la caspase-8 en une forme tronquée et active (tBid), qui 
migre dans la membrane mitochondriale externe (Gross et al., 1999). 
L'accumulation des facteurs pro-apoptotiques dans la membrane mitochondriale 
externe modifie la balance entre les facteurs anti- et pro-apoptotiques et leur oligomérisation 
engendre une perméabilisation de la membrane de cet organite et la libération des facteurs 
apoptogènes mitochondriaux comme le cytochrome c. Plusieurs hypothèses permettent 
d'expliquer ce phénomène. 
Une première hypothèse suggère que les protéines pro-apoptotiques telles que Bax, en 
interagissant avec l 'ANT, engendrent la formation d'un pore non spécifique en membrane 
interne (fig 1.20.A).Une seconde hypothèse, illustrée à la figure 1.20.B, propose l'ouverture 
du canal anionique VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) , suite à l'interaction avec 
Bax. VDAC est un canal ionique situé en membrane mitochondriale externe où il est très 
abondant. Au repos, l'ouverture de ce pore est inhibée par des interactions avec des protéines 
anti-apototiques telles que Bcl-2 .Un troisième modèle propose que les protéines anti-
apoptotiques, en s ' insérant en membrane mitochondriale, forment elles-mêmes des pores. 
Ainsi, l'insertion de Bax en membrane, son oligomérisation et l'interaction éventuelle avec 
tBid engendreraient la formation d'un pore, augmentant la perméabilité de la membrane 
mitochondriale externe (figure 1.20.C) (Kroemer et al., 2000). 
Enfin, un dernier modèle décrit un complexe protéique en membrane interne et externe, 
appelé le « permeability transition pore » (PTP ; voir 1.1.5.). L'ouverture de ce pore pourrait 
résulter de l' interaction de Bax avec VDAC et engendrer la dépolarisation de la membrane 
mitochondriale et le découplage de la phosphorylation oxydative. L' ouverture de ce pore 
permettrait l'entrée de solutés et d'eau dans la mitochondrie. Le gonflement de la membrane 
interne qui en résulte conduirait au démantèlement de la membrane externe, augmentant ainsi 
la perméabilité de cette membrane (figure 1.21, (Gross et al., 1999; Kroemer et al., 2000; 
Loeffler et al. , 2000)). 
La perméabilisation de la MME mène à la libération de de nombreux facteurs pro-
apoptotiques de l ' espace intermembranaire dans le cytosol. Parmi ces facteurs, citons le 
cytochrome c, AIF (Apoptosis Inducing Factor, une flavoprotéine capable d'induire la 
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Figure 1.22.: La balance des facteurs pro- et anti apoptotiques conditionne la 
libération de facteurs mitochondriaux apoptogènes comme le cytochrome c. La 
libération des facteurs pro-apoptotiques depuis l'espace interrnembranaire 
mitochondrial vers le cytosol est fonction de l'abondance relative de facteurs pro- et 
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. La perméabilité membranaire augmente 
lorsque l' abondance des protéines pro-apoptotiques telles que Bax.augmente (B) et 

















Figure 1.23.: Formation de l'apoptosome. Le cytochrome c libéré de la 
mitochondrie va interagir en présence d' ATP avec la protéine Apaf-1 et former 
l'apoptosome. Cela engendre le recrutement de la procaspase-9 et son activation par 
auto-clivage protéolytique permettant l' activation des caspases effectrices en aval. 
Ce processus consomme donc de l'énergie sous forme d' A1P (X. Jiang et al. 2004). 
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Figure 1.24.: Schéma reprenant l'action pro-apoptotique des protéines Smac/Diablo. Les 
facteurs pro-apoptotiques Smac/Diablo sont libérés de l'espace intermembranaire mitochondrial 
tout comme le cytochrome c. Ce sont des inhibiteurs des IAPs. Leur action est donc de lever 
l'inhibition des caspases exercée par les IAPs en conditions basales (d'après Zimmermann et al., 
2001) . 
indépendamment de l'activation des caspases) et Smac/DIABLO, un inhibiteur des IAPs et 
donc un activateur de caspases (Loeffler et al. , 2000). 
Le cytochrome c est une protéine codée par un gène nucléaire et qui, après avoir été 
synthétisée, est importé dans l'espace intermembranaire mitochondrial, où elle se lie à un 
groupement hème. Là, le cytochrome c joue un rôle dans la chaîne respiratoire de transport 
des électrons, où il permet le passage des électrons du complexe III au complexe IV. 
La libération du cytochrome c dans le cytosol va dépendre de l'abondance relative des 
facteurs pro-apoptotiques et anti-apoptotiques (figure 1.22). Les facteurs anti-apoptotiques 
tels que Bcl-2 vont inhiber cette libération tandis que les facteurs pro-apoptotiques tels que 
Bax, vont la favoriser. 
Une fois dans le cytosol, le cytochrome c participe, avec la procaspase 9 et Apaf-1 
(apoptosis protease-activating factor), protéines cytosoliques, à la formation de l'apoptosome 
(figure 1.23). Le cytochrome c va permettre l'oligomérisation d' Apaf-1 puis de la procaspase-
9. L' autoactivation des procaspases-9 en caspases actives qui s'en suit permet alors 
l'activation des caspases effectrices 3 et 7 qui et donc la mort cellulaire. 
Le cytochrome c n'est cependant pas le seul facteur libéré dans le processus 
apoptotique. La perméabilisation de la membrane mitochondriale externe engendrée par les 
facteurs pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 permet également la sortie d'autres facteurs pro-
apoptotiques , comme par exemple Smac/Diablo qui eux vont lier les IAPs et lever ainsi 
l'inhibition des caspases par ces facteurs (figure 1.24). 
L 'AIF libéré par la mitochondrie, peut également transloquer dans le noyau où il va 
exercer son activité en activant l'endonucléase G conduisant à la condensation de la 
chromatine et à la dégradation de l 'ADN selon un pattern différent du clivage 
internucléosomal. Noxa et Puma sont deux protéines mitochondriales de la sous-famille 
« BH3-Only » de la famille Bcl-2 qui sont également libérées dans le cytosol. Puma aide à la 
translocation et à l'oligomérisation de la protéine Bax (Haupt et al., 2003), tandis que le 
mécanisme par lequel Noxa agit est moins bien compris, mais pourrait faire intervenir la 
libération du cytochrome c médiée par le PTP (Seo et al., 2003). 
Un autre effet de la perméabilisation membranaire mitochondriale est la chute du 
potentiel membranaire et le découplage de la phosphorylation oxydative. Ceci va engendrer 
une augmentation de production des ROS (reactive oxygen species), perturbant l'équilibre 
d'oxydo-réduction. Les quantités de glutathion réduit vont diminuer dans la mitochondrie, et 
les radicaux libres produits vont contribuer à l' apoptose (Adams, 2003 ; Jiang et al. , 2004; 
Zimmermann et al., 2001). 
Un résumé schématique de la voie apoptotique intrinsèque est repris en figure 1.25. 
1.5.5. La voie extrinsèque 
L'apoptose peut également être déclenchée par l' activation de récepteurs de la famille 
du TNF en membrane plasmique. Parmi ces récepteurs, les plus importants sont le récepteur 
au TNF (TNFRl) , Fas (CD95), DRE3/WSL ou encore le récepteur au TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) . Ces récepteurs sont caractérisés par la présence de domaines 
extracellulaires riches en cystéines, et d'un domaine intracellulaire nommé « death domain » 
(DD). La liaison d'un ligand spécifique à un de ces récepteurs va engendrer des voies de 
signalisation menant à la mort cellulaire par apoptose avec ou sans intervention de la 
mitochondrie et ce, en fonction du type cellulaire (figure 1.26) (Zimmermann et al., 2001). 
16 
Healthy cell Apoptotic cell 
Figure 1.25.: La voie apoptotique intrinsèque. La voie apoptotique mitochondriale est initiée 
suite à un déséquilibre entre facteurs pro- et anti-apoptotiques. Lorsque les facteurs pro-
apoptotiques tels que Bax sont plus abondants que les facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2, 
ils oligomérisent et provoquent une augmentation de la perméabilité membranaire suivie d'une 
libération de facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol. Ainsi, le cytochrome c participera à la 
formation de l'apoptosome responsable de l'activation des caspases. Smac/Diablo inhibera les 
inhibiteurs de caspases et l' AIF s'associera à l'endonucléase G pour dégrader l' ADN (Jerry M. 
ADAMS et al., 2003) 
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Figure 1.26.: La voie apoptotique extrinsèque médiée par les récepteurs de mort 
de la superfamille du TNF, illustrée ici pou Fas. L'activation d'un récepteur comme 
Fas par son ligand engendre le recrutement de la protéine adaptatrice FADD, par des 
interactions entre « death domains ». La protéine F ADD recrute alors les procaspases-8 
qui s'auto-activent par clivage protéolytique. Ensuite, celles-ci peuvent cliver et activer 
des caspases effectrices comme la caspase-3 ou cliver d'autres protéines comme par 
exemple, la protéine Bid qui assure un lien avec la voie mitochondriale d'induction de 
l'apoptose . En effet, après translocation, tBid provoque une augmentation de la 
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, la libération du cytochrome 
c, .. . L'activation finale des caspases effectrices permet l'accomplissement de 
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Figure 1.27.: Multiples voies de signalisation induites par l'activation du récepteur au 
TNF-a. Le TNF-a en se liant à son récepteur peut activer trois voies de signalisation. a. La 
première permet l'activation directe des caspases-8 et 10 initiatrices et le déclenchement de 
l'apoptose. b. La seconde permet la libération de Smac/Diablo, l'inhibition des IAPs et implique 
les JNK. c. La troisième voie entraîne la translocation nucléaire de NF-KB qui joue un rôle anti-
apoptotique en inhibant la seconde voie (Salvatore Papa et al. 2004). 
Le récepteur Fas, par exemple, est exprimé dans de nombreuses lignées cellulaires et 
son ligand, le Fas Ligand (FasL) est synthétisé, entre autres par les cellules du système 
immunitaire que sont les lymphocytes T et B. L'activation des récepteurs va engendrer leur 
oligomérisation et la formation d'un « death-inducing signaling complex » (DISC). Les 
domaines de mort (DD) rapprochés vont permettre le recrutement et l'interaction physique 
avec une protéine possédant également un domaine de mort comme la « Fas-associated death 
domain » (F ADD). De plus, F ADD possède également un domaine effecteur de mort 
cellulaire (Death Effector Domain-DED) permettant le recrutement des procaspases-8. Suite à 
un changement conformationnel, celles-ci vont s 'auto-activer. Les caspases-8 actives 
activeront à leur tour la caspase-3 (Andrikoula et al., 2001). 
Notons également que la caspase-8 active peut cliver Bid en tBid, ce qui, comme 
expliqué précédemment va engendrer, après translocation, une perméabilisation de la MME 
suite à la formation d'un pore résultant de l'interaction de tBid avec la protéine Bad et donc 
une libération des facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux dans le cytosol. De cette 
manière, l'apoptose médiée par voie de récepteurs est également reliée à la voie 
mitochondriale. 
Dans le cas du TNFRl, l'activation du récepteur passe par le recrutement de la 
protéine TRADD (TNFR-1 Associated Death Domain) par une interaction entre les domaines 
de mort portés par ces protéines. TRADD recrute alors FADD, et l'activation de la caspase-8 
permet la suite des événements. 
Ajoutons encore que la liaison d'un ligand à un récepteur de mort n'engendre pas 
uniquement l'activation de la caspase-8. En effet, l 'activation du récepteur-1 au TNFalpha 
(TNFR-1) peut conduire à l'activation d'une voie de signalisation aboutissant à la Jun N-
terminal Kinase (JNK) qui engendre l'apoptose en provoquant le clivage de la protéine Bid. 
La forme tronquée jBid, résultant du clivage, va permettre la libération de la protéine 
Smac/Diablo et donc lever l'inhibition des IAPs sur les caspases (voir figure 1.27). 
Parallèlement, le TNFalpha peut engendrer l'activation de NF-KB, qui lui induira l'expression 
de TRAF-1 et -2 (« TNFR-1 associated factors») et de XIAP (voir 1.5.2).). Une fois liés au 
TNFR-1, les TRAFs recrutent les c-IAPs au niveau du complexe déjà formé, ce qui est un 
moyen d'inhiber l'apoptose. De plus, l'activation de NF-KB par le TNF-a induit une 
inhibition de l'apoptose médiée par les JNK. Il semble que cette inhibition se déroule via 
Gadd45 qui est une protéine également impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire et la 
réparation de l 'ADN. Ainsi, le TNFalpha peut avoir deux effets totalement différents sur une 
cellule. Il peut la protéger de la mort cellulaire par l'activation de NF-KB ou induire 
l'apoptose par l'activation directe de la caspase-8 effectrice ou par l'activation des JNK 
(Franzoso et al., 2003; Papa et al., 2004). 
1.5.6. Le facteur de transcription c-Myc 
c-Myc est une protéine qui, sous forme d'hétérodimère formé par interaction avec la 
protéine Max, joue le rôle de facteur de transcription. Il induit l'expression de gènes 
intervenant dans la croissance, la division, le métabolisme cellulaire et l'apoptose (Fuhrmann 
et al., 1999). Il joue notamment un rôle crucial dans la synthèse des ribosomes puisqu'il 
régule la transcription de gènes codant pour des ARN et des protéines ribosomiques, en 
interagissant avec les 3 polymérases nucléaires impliquées dans cette synthèse (Arabi et al., 
2005; Grandori et al., 2005; Grewal et al., 2005; Oskarsson et al. , 2005) . c-Myc est également 
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Figure 1.28.: Intervention de p53 dans le processus apoptotique. La protéine p53 est un 
facteur de transcription intervenant dans l'apoptose en induisant l'expression de gènes 
intervenant dans ce processus. Les protéines en rouge sont des protéines dont l'expression est 
contrôlée par ce facteur. Les gènes cibles interviennent aussi bien dans la voie intrinsèque 
(Noxa, Puma, Bax) que dans la voie extrinsèque (Fas, Bid, . .. ) (Haupt et al., 2003). 
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Figure 1.29: A. Stmcture de la staurosporine contenant deux unités : une molécule de sucre (bleu) et un 
groupement constitué d' hétérocycles plans. B. Modélisation de la liaison à« haute affinité» de la 
staurosporine (flèche) au domaine de fixation de l'ATP d'une kinase réalisée à partir de données 
crystallographiques obtenues par diffraction aux rayons-X 
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Figure 1.30.: Mécanismes d'induction de l'apoptose par la staurosporine. La staurosporine 
est un inhibiteur de kinases qui induit l'apoptose par trois voies principales. a. La staurosporine 
inhibe les PKCs qui en phosphorylant Bad empêchent sa translocation dans la membrane 
mitochondriale externe. b. Le staurosporine induit une augmentation de la concentration en 
calcium dans le cytosol, ce qui facil ite la libération du cytochrome c dans le cytosol. c. La 
staurosporine provoque également une augmentation de la production de ROS, ce qui facilite la 
sortie du cytochrome c dans le cytosol (Chun-Yi Liu et al, 2004) . 
Respiratory Factor-1) qui régule la transcription de protéines mitochondriales codées par le 
génome nucléaire. 
Lorsque c-Myc est surexprimé, la perméabilité membranaire mitochondriale 
augmente, et le cytochrome c est libéré dans le cytosol, ce qui sensibilise les cellules face à 
l'apoptose. Le mécanisme par lequel c-Myc induit cette perméabilité n'est pas clair, mais il 
semble que son action dépende de protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bax 
et Bid (Juin et al., 2002; Klefstrom et al., 2002; You et al., 2002). C-Myc pourrait également 
agir en inhibant NF-KB qui a une action anti-apoptotique (You et al., 2002). 
1.5. 7. Le facteur de transcription p53. 
p53 est un facteur de transcription dont le rôle est très important pour la survie de la 
cellule. Lors de dommages à l 'ADN par exemple, il va permettre de bloquer le cycle cellulaire 
en induisant l'expression de p21 et de réparer l 'ADN, en déclenchant l'expression de 
protéines de réparation de l'ADN. Si les dommages générés sont trop importants, p53 
engendrera la mort cellulaire par apoptose. Ces caractéristiques lui confèrent la propriété de 
suppresseur de tumeur. Les voies par lesquelles ce facteur agit sont nombreuses et 
synthétisées à la figure 1.28. p53 permet notamment l'expression de Puma, Noxa et de Bax, 
trois protéines pro-apoptotiques agissant au niveau de la mitochondrie (voir 1.5.4). Il agit 
également au niveau de la voie extrinsèque, en permettant l'expression de Bid, mais 
également de récepteurs membranaires tels que Fas (Haupt et al., 2003). 
Signalons que p53 est une protéine aux fonctions multiples et responsable de 
l'activation de l'expression de nombreux gènes. Elle est soumise à une étroite régulation à de 
multiples niveaux (localisation subcellulaire, stabilité de la protéine, multiples modifications 
post-traductionnelles, ... ). La description de ces régulations complexes dépasse le cadre de 
cette introduction, d 'autant plus que la molécule que nous avons utilisé dans ce travail pour 
induire une réponse apoptotique, la staurosporine, ne fait pas intervenir p53. 
Après avoir présenté les principaux acteurs du processus apoptique déclenché 
classiquement par la voie intrinsèque ou la voie extrinsèque, examinons par quels mécanismes 
la staurosporine peut déclencher une réponse apoptotique. 
1.5.8. L'apoptose induite par la staurosporine. 
La staurosporine est un alkaloïde naturel initialement isolé à partir de la bactérie 
Streptomyces staurosporeus (Omura et al., 1977). Sa structure chimique comprend une 
molécule de sucre et un groupe d'hétérocycles plan (figure 1.29), qui s'insère dans le site de 
liaison à l' A TP de protéines kinases, inhibant leur activité. L'intérêt pour cette molécule et 
surtout pour certains de ces dérivés plus spécifiques réside dans leur action potentielle anti-
cancéreuse. 
La staurosporine est fréquemment utilisée expérimentalement pour induire la mort 
cellulaire par apoptose. Les mécanismes d'action connus par lesquels elle agit sont au nombre 
de trois (figure 1.30) (Liu et al. , 2004). 
Premièrement, la staurosporine induit l'apoptose en inhibant les Protéines Kinases C (PKC). 
Ces kinases sont décrites pour protéger la cellule de la mort par apoptose en phosphorylant la 
protéine Bad au niveau de la sérine 112 (Bertolotto et al. , 2000). Une deuxième 
phosphorylation de Bad par Akt au niveau de la sérine 136 entraîne alors sa séquestration 
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cytosolique par la protéine 14-3-3 (Gross et al., 1999). Bad est une protéine pro-apoptotique 
dont la fonction est d'inhiber Bcl-X1 au niveau de la membrane mitochondriale externe et de 
permettre la perméabilisation de cette membrane. Ainsi, la staurosporine en inhibant les PKCs 
empêche la séquestration de Bad et permet à cette protéine d'exercer sa fonction pro-
apoptotique. 
Deuxièmement, la staurosporine induit une augmentation de la concentration en 
calcium cytosolique, ce qui provoque l'activation d'une série d'enzymes dépendantes du 
calcium. Ainsi, la calpaine, une protéase activée par le calcium, va cliver les protéines Bid et 
Bcl-2 ce qui facilitera la perméabilisation de la MME et la libération des facteurs pro-
apoptotiques situés dans l'espace intermembranaire. De plus, la calcineurine, une phosphatase 
également activée par une augmentation de la concentration en calcium cytosolique 
engendrera la déphosphorylation de Bad et favorisera ainsi sa translocation (Hajnoczky et al., 
2003). Lors du processus apoptotique, les phosphatydilsérines présentes normalement dans le 
feuillet interne de la membrane plasmique vont être transloquées dans le feuillet externe, ce 
qui permet la reconnaissance et la dégradation des corps apoptotiques par les macrophages. 
Ce phénomène dépend également du calcium (McConkey et al., 1997). Enfin, l'augmentation 
de la concentration en calcium cytosolique se traduit également par une augmentation de la 
concentration en calcium dans la matrice mitochondriale. Or, nous avons vu que le calcium en 
excès au niveau de cet organite devient toxique pour la cellule (voir point 1.1.5.), car il 
diminue le potentiel de membrane mitochondrial et engendre la production accrue de ROS. Il 
permettrait également l'ouverture du PTP et une augmentation de la perméabilité 
membranaire (Brookes et al., 2004; Hajnoczky et al., 2003). 
La staurosporine entraîne également l'apoptose par des mécanismes impliquant les 
ROS puisqu'elle provoque une augmentation de la concentration cytosolique et 
mitochondriale de ces molécules, qui interviennent dans le processus apoptotique en facilitant 
la libération du cytochrome c dans le cytosol (Gilet al., 2003). 
En conclusion, la staurosporine, que ce soit par l'inhibition des PKCs, par l'augmentation de 
la concentration en calcium cytosolique ou par la production de ROS, entraîne la libération du 
cytochrome c vers le cytosol et l'activation des caspases suite à la formation de l'apoptosome. 
Même si la staurosporine agit principalement au niveau de la voie intrinsèque pour déclencher 
l'apoptose, Feng et collaborateurs (2002) ont montré que cette molécule pouvait également 
sensibiliser des hépatocytes murins à l'apoptose induite par le TNFalpha (Feng et al., 2002). 
1. 6. Cellules affectées par un dysfonctionnement mitochondrial: résistance ou 
hypersensibilité face aux inducteurs de l'apoptose? 
Il est logique de penser qu'un dysfonctionnement mitochondrial ou qu'une mutation 
dans l 'ADN mitochondrial puisse avoir un impact sur la sensibilité que peut avoir une cellule 
en réponse à un inducteur de l'apoptose. En effet, nous avons vu que l 'apoptose est un 
processus dans lequel la mitochondrie joue un rôle très important puisque l'entrée d'une 
cellule en apoptose peut survenir suite à une perméabilisation de la membrane mitochondriale 
externe, suite à l'augmentation de la production de ROS, ou par une augmentation de la 
concentration en calcium mitochondrial. 
Or, les cellules déplétées en ADNmt présentent un découplage de la phosphorylation 
oxydative mitochondriale, un plus faible potentiel de membrane, une concentration en 
calcium cytosolique élevée, et un déséquilibre rédox en faveur des espèces oxydantes. On 
peut donc s'attendre à ce que leur réponse face à un processus de stress ciblant la 
mitochondrie soit différente de la réponse obtenue pour des cellules parentales. 
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Dans la littérature, l'induction de l'apoptose a été étudiée dans plusieurs modèles 
cellulaires caractérisés par un dysfonctionnement mitochondrial. Il semble que les avis soient 
partagés quant à une éventuelle résistance ou hypersensibilité de ces cellules face à 
l'apoptose. De plus, les mécanismes moléculaires mis en évidence pour expliquer les 
différences de réponses ne font pas l'unanimité. Ces résultats contradictoires et la controverse 
qu'ils soulèvent pourraient résulter du type cellulaire considéré, de la nature (qualitative et 
quantitative) de l'altération mitochondriale et du stimulus utilisé pour induire l'apoptose. 
Ainsi, Jiyang Cai et collaborateurs (2000) en étudiant l'apoptose induite par la 
staurosporine ont montré que des cellules d'une lignée lymphoïde (WI-L2) déplétées en 
ADNmt ne montrent pas de sensibilité accrue ou de résistance face à l'apoptose par rapport 
aux cellules parentales (Cai et al., 2000). Le phénomène s 'y déroule apparemment de la même 
manière et selon la même cinétique. Par contre, l 'analyse de l 'état d'oxydation de ces cellules 
déplétées en ADN, révèle un maintien du potentiel rédox suite à la libération du cytochrome 
c, alors que dans les cellules parentales, la libération de ce facteur pro-apoptotique engendre 
une chute du potentiel redox, suite à une augmentation de la production des ROS et à une 
diminution du pool de GSH dans la mitochondrie. Cette oxydation cellulaire lors de 
l'apoptose permettrait également, lors des phases tardives du processus, d'inactiver les 
caspases. 
Dans le même ordre d'idées, Sun Young Parks et collaborateurs ont travaillé sur des 
cellules SK-Hepl déplétées ou non en ADN mitochondrial et ont montré que les rho0 étaient 
plus résistantes que les cellules parentales à une apoptose induite par H20 2. Dans les cellules 
rho0, la MnSOD ainsi que la Gpx sont plus abondantes, ce qui pourrait expliquer que 
l'oxydation observée dans les cellules parentales ne se déroule pas dans les cellules déplétées 
(Lee et al., 2004). 
Des cellules HeLa déplétées en ADN mitochondrial, appelées EB8, montrent elles une 
surexpression du récepteur Fas en membrane, ce qui augmente leur susceptibilité face à 
l'apoptose induite par un anticorps dirigé contre ce récepteur. De plus, dans ces cellules il 
semble que Bcl-2 ait un rôle important dans le phénomène de bloquage de l'apoptose médiée 
par le récepteur Fas (Asoh et al., 1997). 
Une autre lignée cellulaire, dérivée d'un tératocarcinome, les NT2 et les cellules 
dérivées, les NT2 rho0 ne montrent une sensibilité différente à l'apoptose que lorsque celle-ci 
est déclenchée par certaines molécules. Ainsi, une induction de l'apoptose par la 
staurosporine se déroule sans aucune différence entre les 2 types de cellules. Dans les deux 
cas on observe suite au traitement une augmentation de la mortalité, une diminution de la 
production d' ATP, une libération du cytochrome c dans le cytosol, une activation des 
caspases et une production accrue de ROS, ainsi qu'une diminution du pool de GSH. Par 
contre, si l'apoptose est induite par le peptide ~-amyloid, qui joue un rôle dans la maladie 
d'Alzheimer, les cellules déplétées en ADN mitochondrial montrent un comportement 
différent des cellules parentales face à ce peptide. Les cellules parentales traitées présentent 
en effet toutes les caractéristiques de l'apoptose observées lors du traitement à la 
staurosporine (libération du cytochrome c, activation des caspases, .. . ), ce qui n'est pas le cas 
des cellules déplétées en ADN mt, qui semblent résister totalement au peptide ~-amyloid. 
Ceci suggère que le peptide ~-amyloid nécessite une mitochondrie intègre pour pouvoir 
provoquer la mort cellulaire par apoptose (Cardoso et al., 2001) .. 
Un troisième inducteur, l'H20 2, a été récemment utilisé par le même groupe sur les 
cellules NT2 déplétées ou non en ADNmt (Cardoso et al., 2004) . Les résultats de cette étude 
montrent que les cellules rho0 sont légèrement plus sensibles à H20 2 que les cellules 
parentales. L'H20 2 induit l'apoptose notamment par une production élevée de ROS. Dans le 
cas présent, un traitement de 24 heures avec de l' H20 2 à une concentration de 100 µM induit 
une diminution du potentiel de membrane mitochondrial ainsi qu'une libération du 
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cytochrome c, suivie par une activation des caspases effectrices et d'une dégradation de 
l'ADN. Le fait que la production de ROS par la mitochondrie dépende (Dumont et al., 1999) 
ou non (Sipos et al., 2003) du potentiel de membrane est controversé. Cependant, il est certain 
que l'apoptose ne dépend pas d'une chaîne respiratoire fonctionnelle, puisque les cellules 
Rho0 peuvent entrer en apoptose et semblent même plus sensibles à l' H20 2 . 
Ainsi, l'ensemble des études réalisées par Cardoso et collaborateurs sur les cellules 
NT2 déplétées en ADN mitochondrial montrent que le comportement de ces cellules dépend 
de la molécule induisant l'apoptose: si les cellules déplétées ne montrent pas de différence de 
sensibilité par rapport aux cellules parentales lorsque l'apoptose est induite par la 
staurosporine, elles sont plus sensibles lorsqu'il s'agit de l 'H20 2 et plus résistantes dans le cas 
du peptide ~-amyloid. 
Le but du mémoire est de comparer la réponse à la staurosporine de cellules cybrides 
possédant la mutation MERRF (A8344G) dans l' ADN mitochondrial par rapport à des 
cellules cybrides porteuses del' ADN mitochondrial sauvage. Le comportement en réponse à 
la staurosporine des cellules 143 B et rho0 ainsi que celui des cellules cybrides possédant la 
mutation-MERRF a déjà été étudié. Chun-Yi Liu et collaborateurs (2004) ont ainsi montré une 
hypersensibilité de ces cellules modifiées (Liu et al., 2004). Ils ont notamment démontré que 
l'activité caspase-3 dans des cellules cybrides MERRF était plus importante que dans des 
cellules parentales lors d'un traitement à la staurosporine. Néanmoins, ils n'ont pas analysé 
les mécanismes pouvant expliquer cette sensibilité différente des cellules cybrides mutées en 
réponse à la staurosporine. C'est ce que nous avons tenté de faire dans ce travail préliminaire. 
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Objectifs de ce mémoire 
Les objectifs de ce travail sont au nombre de quatre : 
1) Premièrement, continuer un travail entrepris au laboratoire par Ludovic Mercy dans le 
cadre de sa thèse de doctorat visant à rechercher des changements d'expression de 
gènes induits par un dysfonctionnement mitochondrial. La stratégie choisie a été de 
comparer les profils d ' expression de gènes dans des cellules 143B rhoO (cellules 
d ' ostéosarcome humaines déplétées totalement en ADNmt), repeuplées avec des 
mitochondries de patients sains (= cellules cybrides sauvages) et des cellules 143B 
rho0 repeuplées avec des mitochondries possédant une mutation ponctuelle (A8344G) 
à l 'état hétéroplasmique dans l' ADN mitochondrial codant pour l 'ARNr-ys ( = cellules 
cybrides mutées), cette mutation étant responsable du syndrome MERRF. Cette étude 
a été réalisée au niveau transcriptomique en utilisant un microdamier à ADN 
généraliste « Human General Chip » (Eppendorf) permettant l ' analyse de l'expression 
de 202 gènes répartis dans plusieurs catégories fonctionnelles et qui sont par exemple 
impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, la mort cellulaire, la prolifération ... 
(voir liste des gènes et « design » du damier en annexes I et II). 
2) Vu la controverse actuellement soulevée dans la littérature quant à la sensibilité à 
l ' apoptose des cellules déplétées en ADNmt ou mutées au niveau de celui-ci, nous 
avons étudié la sensibilité de ces lignées cellulaires à l ' apoptose induite par la 
staurosporine. Dans ce contexte, nous avons comparé la fragmentation del ' ADN et 
l'activation de la caspase-3 dans les lignées de cellules cybrides sauvages et mutées en 
réponse à une incubation en présence de staurosporine. 
3) A partir des données obtenues, nous avons cherché à mettre en évidence des 
caractéristiques propres à chacune des deux lignées, susceptibles d 'expliquer un 
comportement différentiel de celles-ci en réponse à la staurosporine. Nous sommes 
particulièrement intéressés au niveau d'expression de gènes codant pour des protéines 
impliquées dans l ' apoptose. Pour quelques candidats décrits comme des acteurs 
importants de l'apoptose que sont Bcl-2, Bax, Bel-XL, Mcl-1 et le cytochrome c, nous 
avons confronté les résultats obtenus au niveau transcriptomique à l'abondance de la 
protéine déterminée par des analyses en Western blotting. La localisation subcellulaire 
de ces facteurs a également été recherchée par des Western blotting réalisés sur des 
fractions subcellulaires obtenues par centrifugations différentielles générant des 
fractions enrichies (mais non pures) mitochondriales, nucléaires et cytosoliques. Des 
marquages en immunofluorescence et des observations en microscopie confocale ont 
également été réalisés pour confirmer certains résultats . Le but était de dresser une 
cartographie de l'abondance et de la localisation de plusieurs acteurs pro- et 
antiapoptotiques dans des cellules présentant une déficience de l'activité 
mitochondriale induite par la mutation responsable du syndrome MERRF, en réponse 
à la staurosporine. 
4) Finalement, dans une analyse préliminaire, nous avons comparé le profil d 'expression 
de gènes impliqués dans l ' apoptose dans ces cellules répondant à la staurosporine en 
utilisant un damier à ADN ciblé sur l ' apoptose « DualChipTM Human Apoptosis » 
(Eppendorf) (voir liste des gènes et « design » du damier en annexes IV et V). 
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2. Matériel 
et méthodes 
2. Matériel et Méthodes 
2.1. Culture cellulaire 
Matériel: 
Au cours de ce travail, nous avons utilisé deux lignées cellulaires cybrides, provenant 
de la fusion de cellules 143B rho0 (issues d'un ostéosarcome humain et totalement déplétées 
en ADN mitochondrial) avec des myoblastes énucléés provenant de patients atteints du 
syndrome MERRF et caractérisés par la présence de la mutation A8344G à l'état 
hétéroplasmique dans l 'ADN mitochondrial ou des myoblastes énucléés provenant 
d'individus sains. Ces lignées cellulaires seront respectivement appelées cellules cybrides 
mutées et sauvages dans la suite de ce travail. Ces cellules ont été généreusement offertes par 
le Prof. G. Attardi (Division of Biology, California Institute of Technology, Pasadena, USA). 
Les lignées cellulaires sont cultivées dans des boîtes de 75 cm2 (Costard) en présence 
de 15 ml de milieu DHG (Dulbecco Modified Eagle's Medium-High Glucose : 4,5 g/1) 
contenant 10 % de sérum de veau foetal (SVF). Le milieu des cellules cybrides mutées est 
également supplémenté par de !'uridine (50 µg/ml; Sigma, U-3003) ainsi que par du pyruvate 
(1 mM; Sigma P-2256). Les cellules sont maintenues dans une étuve humide à 37 °C dans 
une atmosphère contenant 5 % de CO2• 
Maintien des cultures et repiquages : 
Les cellules sont sous-cultivées deux à trois fois par semaine selon leur état de 
confluence. Les milieux de culture sont décantés et les cellules sont rincées une fois avec 10 
ml de PBS (phosphate buffer saline: 150 mM NaCl, 10 mM KH2POiK2HPO4 ; pH 7,4) 
préchauffé à 37 °C. Elles sont ensuite trypsinisées à l'aide de 2 ml de trypsine 0,25 % (Gibco, 
25050-014) puis resuspendues dans du milieu DHG + 10 % SVF. La suspension cellulaire est 
répartie dans de nouvelles boîtes de culture à une dilution de 1/10 ou de 1/6 pour les cellules 
cybrides sauvages et mutées respectivement. Le volume est finalement porté à 15 ml par 
addition de milieu DHG + 10% SVF contenant ou pas l'uridine et le pyruvate selon la souche 
ensemencée. 
Mise au point d'un modèle d'apoptose à la staurosporine 
Au cours de ce travail, les cellules ont été incubées en présence de staurosporine 
utilisée pour induire l'apoptose et de nombreuses molécules susceptibles de moduler la 
réponse cellulaire à cet inducteur (voir table 2.1 ). Ces molécules ont été ajoutées dans le 
milieu de culture DHG contenant 10 % SVF à des concentrations et pendant des temps donnés 
dans la légende des figures de la partie résultat. 
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Molécule Action Référence Stock Concentration 
finale 
S taurosporine Inducteur Sigma 1 mM dans 100 - 500 nM 
d'apoptose S-4400 DMSO 
Z-VAD-FMK Inhibiteur BD Biosciences 1 mM dans 5µM 
général de # 550377 DMSO 
caspases 
Cyclosporine A Inhibiteur du Sigma 1 mM dans 100 nM 
PTP C-3662 éthanol 
(cyclophiline D) 
Acide Inhibiteur du Calbiochem 10 mM dans H 20 lOµM 
bongkrékique PTP (ANT) # 203671 
BAPTA-AM Chélateur de Molecular Probes 100 mM dans 20µM 
calcium B-1205 DMSO 
intracellulaire 
Ionomycine Ionophore Sigma 1 mM dans lµM 
calcique I-0634 DMSO 
Table 2.1. Molécules chimiques modulatrices de la réponse cellulaire apoptotique utilisées au cours 
de ce travail. 
2.2. Analyse de l'expression de gènes par les damiers à ADN. 
Principe 
Le principe de l'hybridation et la procédure de préparation du matériel biologique sont 
les suivants : après avoir extrait l' ARN total des cellules, l' ARNm est rétrotranscrit en 
présence de nucléotides marqués à la biotine, puis l ' ADN complémentaire (ADNc) est 
hybridé sur un damier, rincé et révelé par un anticorps dirigé contre la biotine et couplé à la 
cyanine 3, les lames sont scannées, et la fluorescence est quantifiée. 
2.2.1. Extraction d' ARN total. 
L'extraction d' ARN total s 'effectue à partir 2 boîtes de 75 cm2 contenant des cellules à 
confluence en utilisant le kit « RNAgents Total RNA Isolation System » de la firme Promega. 
Il est important, lors de l'extraction d' ARN, de travailler en conditions « RNase Free » de 
manière à ne pas dégrader l ' ARN. Ces conditions comportent notamment le port de gants , 
l ' utilisation de tips autoclavés, et le traitement de l'endroit de travail au SDS. 
Le principe de l'extraction de l' ARN total est le suivant : les cellules sont rincées une 
fois au PBS stérile à 4 °C, puis raclées et lysées dans une solution dénaturante contenant des 
sels et du détergent. Les lysats sont récupérés dans un tube de 50 ml et homogénéisés en 
vortexant, par un passage à la seringue et en vortexant à nouveau pour obtenir une lyse 
efficace des cellules. De l'acétate de sodium 2M (pH 4,0) puis de l'alcool isoamyl: 
chloroforme : phénol (Promega) sont ajoutés à raison de respectivement 60 et 600 µl. Cette 
dernière solution permettra de récupérer les phases aqueuses et organiques. Les tubes sont 
mélangés vigoureusement par inversion puis placés sur glace pendant 15 minutes. Les lysats 
sont transférés en microtubes stériles et centrifugés 20 minutes à 10000 g à 4 °C. La phase 
aqueuse supérieure contient alors l' ARN et la phase organique contient les protéines 
précipitées. La phase aqueuse est récupérée en prenant garde de ne pas toucher l ' interface où 
se situe l ' ADN génomique. 
A la phase aqueuse est ajouté un volume équivalent d'isopropanol, et la solution est 
incubée pendant 5 minutes minimum à -20°C pour permettre la précipitation de l 'ARN total 
qui est alors sédimenté par une centrifugation de 10 minutes à 10000 g à 4 °C puis resuspendu 
dans de la solution dénaturante et vortexé jusqu'à dissolution. De nouveau, un volume 
d' isopropanol est ajouté pour précipiter l 'ARN total et celui-ci est finalement récupéré par une 
centrifugation de 10 minutes à 10000 g et à 4 °C. Le culot d 'ARN total est ensuite lavé par 
resuspension dans de l'éthanol 7 5 % ( 4 °C). Après une nouvelle centrifugation de 10 minutes 
à 10000 g et à 4 °C, l'éthanol est décanté et le culot est séché à température ambiante. L 'ARN 
est enfin resuspendu dans de l ' eau« RNase free » puis dosé en lisant l'absorbance à 260 nm 
au GeneQuant. La qualité de l' ARN total ainsi récupéré est ensuite analysée à l'aide d'un 
système Bioanalyseur 2100 (Agilent Technologies) permettant d ' obtenir un profile 
électrophorétique qui renseigne sur son intégrité. Un rapport ARNr28S/ARNr18S proche de 2 
reflète une bonne qualité del' ARN total qui est ensuite aliquoté et conservé à -20 °C . 
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2.2.2. Rétrotranscription des ARNm en ADNc 
En fonction de la concentration en ARN total obtenue, un volume correspondant à 20 
µg d' ARN total est prélevé et centrifugé sous vide pour concentrer l'échantillon. Un volume 
de 2 µ 1 d'une solution contenant un mélange de 6 standards internes à différentes 
concentrations (ARN synthétique de séquence connue et différente du génome humain) est 
ajouté ainsi que, 2 µl d'oligo-dT à 500 ng/µl (Invitrogen) et 5,5 µl d'H20 « RNase free ». Le 
standard interne introduit interviendra dans le processus de normalisation. Le mélange est 
alors incubé pendant 10 min à 70°C pour permettre à l'oligo-dT de s'hybrider sur la queue 
poly-A des ARNm puis est placé 5 minutes sur glace. Le mix de réaction est alors ajouté. Il 
contient 4 µl de tampon de rétrotranscription 5x (Invitrogen), 2 µl de DTT (Dithiotreitol à 0,1 
M, Invitrogen), 1 µl d 'un inhibiteur de ribonucléase (RNAsine 40 U/µl, Promega) et 2 µl d'un 
mélange de dNTP (100 mM dATP, 100 mM dTTP, 100 mM dGTP et 16 mM dCTP, Roche), 
et de 1 mM en dCTP marqués à la biotine (Perkin Elmer) . Après une incubation de 5 minutes 
à température ambiante, 1,5 µl de transcriptase inverse (Superscript RII, 200 U/µl Invitrogen) 
sont ajoutés et le mélange réactionnel est incubé à 42 °C pendant 90 min pour permettre la 
rétrotranscription des ARNm en ADNc biotinylés. Pour assurer une plus grande efficacité de 
la rétrotranscription, on rajoute ensuite 1,5 µl de Superscript RII et le mélange est réincubé 
pendant 90 minutes à 42 °C. Les microtubes sont alors placés à 70°C pendant 15 minutes et 
deux unités de RNase H (2U/µl) (Invitrogen) sont ajoutées. La mixture est alors incubée à 37 
°C pendant 20 minutes de manière à dégrader l ' ARNr et ARNt double brins et les hybrides 
ADNc/ARNm. Enfin, un passage 3 minutes à 95°C permet de dénaturer les ADNc qui sont 
ensuite stockés à -20 °C. 
2.3. Hybridation des ADNc sur damiers. 
2.3.1. Présentation des damiers 
L'analyse de l 'expression de gènes a été effectuée sur deux damiers. Premièrement, le 
« Dual Chip Human General » (Eppendorf) est un damier comportant 202 sondes de capture 
pour des transcrits de gènes classés en différentes familles selon leur fonction. Ce damier a été 
utilisé dans le but d'analyser et de quantifier des différences d 'expression de gènes entre des 
cellules cybrides sauvages (référence) et mutées (test) non traitées. La liste des gènes 
analysables par ce damier et le « design » de la chip contenant 3 « subarrays » correspondant 
à des dépots de sondes en triplicats sont respectivement présentés dans les Annexes I et II. Le 
deuxième damier utilisé dans ce travail est le « Dual Chip Human Apoptosis » (Eppendorf) 
qui contient 135 sondes de capture pour des gènes intervenant dans le processus apoptotique 
(voir liste de gènes analysables et design du damier en Annexes IV et V. Les annexes III et VI 
sont réservées aux tableaux de résultats complets). Il a été utilisé pour analyser les différences 
d'expression de gènes entre des cellules cybrides sauvages ou mutées non traitées (référence) 
et respectivement des cellules cybrides sauvages et mutées incubées en présence de 
staurosporine à 100 nM pendant 6 heures (test) . Sur chaque damier, les sondes de capture 
pour chaque ADNc sont présentes en trois exemplaires formant ainsi des« subarrays ». 
L' ARN total des cellules est extrait et sa qualité est contrôlée avant que les ARNm 
soient rétrotranscrits en ADNc et hybridés sur les damiers . L ' abondance des ADNc hybridés 
est détectée par un anticorps anti-biotine couplé à la cyanine-3 et l'intensité de fluorescence 
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est mesurée par un scanner confocal. L'intensité des spots, directement proportionnelle à 
l'abondance des transcrits de départ dans 1 zone linéaire, est quantifiée et l'expression de · 
gènes est déterminée après normalisation. 
Les deux types de damier, en plus de contenir des sondes de captures pour des ADNc 
de gènes d'intérêt, contiennent également des sondes pour des contrôles d'hybridation positifs 
et négatifs , des contrôles de fixation positifs et négatifs, de sondes pour des standards internes 
ainsi que des sondes de capture pour des ADNc de gènes dont l'expression ne doit pas varier 
en fonction de la condition expérimentale ( « housekeeping genes » ). Les signaux de 
fluorescence obtenus pour les standards internes et les gènes de maintenance serviront à 
normaliser les données obtenues pour les gènes d'intérêt. 
2.3.2. Les contrôles 
De nombreux contrôles sont nécessaires à une analyse d'expression de gènes utilisant 
des damiers à ADN et ont préalablement été décrits pour les damiers Eppendorf ( de 
Longueville, 2003) . Les différents réactifs et contrôles utilisés proviennent également de chez 
Eppendorf (Belgique). 
Les contrôles de fixation négatifs, sont des spots sur le damier qui ne contiennent pas 
de sonde de capture, mais uniquement de la solution de fixation (« spotting buffer », 
Eppendorf) . Ces contrôles permettent de vérifier qu'il n y a pas de contamination lors des 
fixations des sondes de capture, et ne doivent donc pas s'allumer. 
Les contrôles de fixation positifs sont des sondes . de capture préalablement multi-
biotiny lées qui sont « spottées » en concentrations croissantes (0,5 à 300 nM), ce qui permet 
de vérifier que la fixation des sondes de capture sur le damier s 'est bien déroulée. Ces spots 
doivent toujours s'allumer, et montrer des intensités de fluorescence croissantes. 
Les contrôles d'hybridation négatifs sont constitués de séquences d'ADN 
complémentaires à de l' ADNc provenant d ' espèces éloignées de l'espèce humaine. Ces 
fragments ne partagent donc aucune homologie avec des séquences d 'ADN humain, et aucune 
cible ne doit s'y hybrider. Ces contrôles correspondent au bruit de fond présenté par des 
sondes de capture non biotinylées et « spottées » sur la lame du damier. 
Les contrôles d'hybridation positifs sont constitués d ' une séquence d 'ADN d'un 
gène provenant d 'une espèce éloignée et ne présentant aucune homologie de séquence avec 
l' ADN des échantillons à étudier (de Longueville, 2003). Une cible biotinylée du contrôle 
positif est ajoutée au moment de l 'hybridation pour vérifier l ' efficacité de l'hybridation. Les 
signaux obtenus pour ces contrôles doivent idéalement être comparables dans les conditions 
contrôle et test. 
Les standards internes sont des ARN synthétiques de séquences connues générés à 
partir d 'un clone d 'ADN végétal contenant une extrémité-3' poly(A) qui sont ajoutés avant la 
rétrotranscription. Ils permettent de vérifier l'efficience la rétrotranscription des ARNm et 
donc l 'incorporation des nucléotides biotinylés dans les conditions contrôle et test. Sur le 
damier sont « spottées » des sondes de capture de séquences complémentaires à ces standards 
internes. Ainsi, les ADN complémentaires correspondants vont s ' y hybrider et permettre de 
contrôler la qualité de l 'étape de rétrotranscription. Sur le damier, les standards internes sont 
disposés dans 6 zones différentes et à différentes concentrations. 
Pour pouvoir analyser et comparer l'expression de gènes dans des cellules soumises à 
des conditions expérimentales différentes , il est nécessaire de sélectionner des gènes de 
maintenance ou « housekeeping genes » dont l'expression est inchangée dans les différentes 
conditions expérimentales analysées . Les signaux obtenus pour ces spots serviront de 
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Figure 2.1. Images d'acquisition au gain 70 des intensités de fluorescence des spots du 
microdamier « DualChip Human General » après hybridation des ADNc obtenus par 
rétrotranscription à partir de 40 µg d' ARN total extrait des cellules cybrides sauvages (A) et 
mutées (B) et images d'acquisition au gain 70 des intensités de fluorescence des spots du 
microdamier « DualChip Human apoptosis » après hybridation des ADNc obtenus par 
rétrotranscription à partir de 20 µg d' ARN total extrait des cellules cybrides mutées traitées 
(D) ou non (C) à la staurosporine à 100 nM pendant 6 heures . 
référence et permettront de normaliser les valeurs obtenues pour des gènes dont l 'expression 
varie d'une condition expérimentale à l'autre. 
2.3.3. Hybridation des ADN complémentaires sur les damiers. 
Les hybridations des ADN complémentaires ont été effectuées à partir des deux kits 
suivants: « DualChip Kit Human General » et « DualChip Human Apoptosis » de la firme 
Eppendorf. L'hybridation est réalisée dans des chambres d'hybridation et tous les tampons et 
produits utilisés proviennent, sauf quand indiqué, de la firme Eppendorf. 
Un mélange contenant des tampons d'hybridation A (10 µ1/chambre) et B (40 
µ1 /chambre) , l' ADNc correspondant à 20 ou 40 µg d' ARN total obtenu après 
rétrotranscription, du contrôle positif d'hybridation biotinylé et de l'eau « RNase free » (20 
µ}/chambre) est préparé pour chaque condition. Un volume de 100 µl de mélange est chauffé 
1 min à 60 °C pour éviter la précipitation du SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) contenu dans le 
tampon B avant d'être introduit dans les chambres d'hybridation. Chaque lame, comportant 
deux « arrays » (test et référence) est placée dans un « thermomixeur » et l 'hybridation est 
réalisée à l 'obscurité par une incubation pendant une nuit à 60 °Cet sous agitation à 1400 
rpm. Le lendemain, les chambres d'hybridation sont retirées et après deux minutes, les lames 
sont immergées dans du tampon de lavage (Unibuffer 2,5 % contenant 0,1 % de Tween-20). 
Elles sont rincées 4 x 2 minutes dans ce tampon puis récupérées et retournées sur 800 µl 
d'une solution de tampon de blocage contenant 5 mg/ml de lait (Gloria) et l 'anticorps anti-
biotine marqué à la cyanine-3 (Lucron Bioproduct) dilué 1000 fois. L'incubation à l'obscurité 
en présence de l'anticorps dure 45 minutes. Les lames sont ensuite rincées 4 x 2 minutes dans 
du tampon de rinçage puis 2 x 2 minutes dans de l'eau distillée afin d'éliminer l 'excédent 
d'anticorps et les sels du tampon de lavage. Elles sont enfin séchées à 20 °C par une 
centrifugation ( centrifugeuses Centra CL3R) de 5 minutes à 600 rpm puis l'abondance des 
ADNc hybridés sur les sondes de capture est détectée par la mesure des intensités de 
fluorescence des spots à l 'aide d'un scanner confocal. 
2.3.4. Quantification et normalisation de l'expression génique. 
La cyanine-3 est un fluorochrome excité à une longueur d'onde de 550 nm et qui émet 
à 570 nm. L'intensité des spots est proportionnelle au nombre d' ADNc biotinylés hybridés 
aux sondes de capture à cet endroit et donc à la quantité d ' ARN correspondant exprimé dans 
la cellule au moment de l'extraction. Chaque lame est scannée à 3 gains de sensibilité 
différents (100, 70, 50) à l'aide du programme ScanArray Express (Perkin Elmer). Des 
exemples représentatifs de damiers scannés après hybridation sont présentés à la figure 2.1 
pour respectivement, des hybridations réalisées sur le « DualChip Kit Human General » à 
partir d 'ADNc préparés à partir de cellules cybrides sauvages et mutées ou des hybridations 
réalisées sur le « DualChip Human Apoptosis » à partir d' ADNc préparés à partir de cellules 
cybrides sauvages incubées pendant 6 heures en présence de staursoporine à 100 nM. 
Les scans sont enregistrés sous le format TIFF permettant la conversion de la 
fluorescence en nuances de gris. Le gain 100 permet de détecter des transcrits de gènes peu 
exprimés, tandis que les gains plus faibles permettent de quantifier l'expression de gènes 
fortement exprimés pour lesquels les signaux de fluorescence saturent au gain 100. Après le 
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scanning des lames, l'intensité du niveau de gris sera quantifiée pour chaque spot en calculant 
une moyenne de la somme des pixels grâce au programme Sylverquant Analyser. Pour chacun 
des spots, la valeur d'intensité du bruit de fond environnant est déduite de la valeur mesurée. 
Ensuite, les valeurs sont normalisées grâce au programme informatique « Statistical 
Software ». 
Premièrement, une moyenne des intensités des contrôles négatifs d'hybridation est 
réalisée pour chaque gain et est déduite de l'intensité de chaque spot des tests et des contrôles . 
Ensuite, des rapports sont effectués pour chaque spot, la valeur obtenue dans la condition test 
étant divisée par la valeur obtenue dans la condition de référence. Ces ratios d'intensité ne 
s'expriment pas en unité. La moyenne des ratios obtenus pour les standards internes est 
effectuée pour chacune des 6 zones dans lesquelles ils sont répartis. L'intensité des spots 
d'une zone est alors divisée par la valeur moyenne des ratios des standards internes de la zone 
correspondante. Enfin, parmi les gènes de maintenance, sont retenus ceux dont le rapport 
d'intensité (test/ référence) est proche de 1. Plus le nombre de gènes de maintenance retenu 
est important et plus la normalisation sera fiable. La moyenne des rapports des gènes de 
maintenance est effectuée et les ratios d ' intensité des autres spots sont divisés par la valeur 
obtenue. Ainsi, pour l'ensemble des sondes capture hybridées sur le damier, une valeur de 
surexpression ou de sous expression (test / référence) est présentée. Ces valeurs sont donc 
normalisées par rapport aux standards internes, aux gènes de maintenance et tiennent compte 
des signaux obtenus pour les contrôles négatifs d 'hybridation. 
Parmi les valeurs obtenues après toutes ces opérations, des distinctions peuvent être 
faites. Premièrement, certains gènes ne montrent pas de variation d'expression, d'autres sont 
déterminés comme variant de manière qualitative. Ces derniers sont des gènes pour lesquels 
au moins une valeur d'intensité est non quantifiable, ce qui est le cas d'une valeur non 
détectée ou d'une valeur saturée. Pour les gènes qui varient de manière quantitative, les 
valeurs d'intensité sont quantifiables, et le ratio test/référence donne une mesure de la sur- ou 
sous-expression de ces gènes dans la condition test par rapport à la condition référence. Ces 
valeurs quantitatives sont alors analysées pour leur signification statistique et seules les ratios 
sortant de l'interval de confience (95 %) sont considérées comme significatives. 
2.3. Marquages en immunofluorescence et visualisation en microscopie 
con focale 
Dans le cadre de ce mémoire, différents marquages en immunofluorescence ont été 
réalisés pour tenter de mettre en évidence, dans des cellules cybrides sauvages et mutées 
traitées ou non à la staurosporine, la présence, l ' abondance et/ou la localisation de protéines 
impliquées dans la réponse apoptotique. Les protéines étudiées dans ce cadre sont : Bcl-2, 






PBS : 150 mM NaCl, 10 mM KH2POiK2HPO4 ; pH 7,4 
PBS-Triton X-100 1 % (Sigma) 
PBS-BSA 2% (PAA) 
PBS-paraformaldéhyde 4 % (Merk) 
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Protéine cible Firme et numéro Espèce Dilution ( dans Temps 
de référence du PBS-BSA d'incubation 
2%) 
Bax Pharrningen lapin 1/1 00 16 heures 
554104 
Bcl2 Upstate 05-341 Souris 1/1 00 16 heures 
Bel-XL Sigma B-9429 Souris 1/100 16 heures 
Caspase 3 active Promega, G-7 481 lapin 1/1 00 16 heures 
Mcll Santa Cruz sc-819 lapin 1/1 00 16 heures 
Table 2.2. Caractéristiques des anticorps primaires utilisés pour les marquages en immunofluorescence. 
• Mowiol: 0,1 g de mowiol (Sigma) par ml d'un tampon Tris 1,5 M ; pH 8,8 
contenant 22 % de glycérol. 
• Anticorps primaires : voir table 2.2 
• Anticorps secondaire : anticorps de chèvre anti-IgG de lapin ou anticorps de 
chèvre anti-IgG de souris couplé à une sonde fluorescente Alexa 488 nm 
(Molecular Probes) dilué 1000 x dans du PBS-BSA 2 %. 
• TOPRO-3 : TOPRO-3 (T-3605) dilué 80 x dans une solution de RNAse à 2 
mg/ml dans du PBS. 
2.3.2. Marquage: 
La veille des marquages, les cellules sont ensemencées en plaques 24 puits sur des 
lamelles couvre-objets (Sigma-Aldrich) stérilisées. La densité cellulaire est de 50000 cellules 
par puits pour les cybrides sauvages et de 75000 cellules par puits pour les cybrides mutées en 
raison de leur plus faible capacité de prolifération. Dans certaines conditions, les cellules sont 
préalablement incubées en présence de staurosporine avant les marquages en 
immunofluorescence. Dans ces conditions, le lendemain du repiquage, le milieu DHG 
contenant 10 % de SVF est remplacé par du milieu DHG + 10 % SVF contenant de la 
staurosporine à 100 nM pendant 4 h. 
Au terme des incubations, les cellules sont fixées pendant 10 minutes dans 1 ml de 
PBS-paraformaldéhyde (Merck) à 4 %. Elles sont ensuite rincées 3 fois avec 1 ml de PBS puis 
perméabilisées 5 minutes dans du PBS triton X-100 1 %. Après trnis rinçages au PBS-BSA 2 
% (3 x 10 minutes), les cellules sont incubées avec 30 µl d'anticorps primaire dilué 100 X 
(Table 2.2). Les cellules sont ensuite rincées 3 x 10 minutes au PBS-BSA 2 % et sont 
incubées, 1 heure à température ambiante et à l ' obscurité (pour éviter l'excitation du 
fluorochrome), en présence de 30 µl d'anticorps secondaire dilué 1000 x dans du PBS-BSA 
2%. Elles sont ensuite rincées 2 fois au PBS-BSA 2 % et 1 fois au PBS. Le marquage des 
noyaux se fait alors par une incubation des cellules pendant 30 minutes en présence de Topro-
3 dans une chambre humide et à l ' obscurité. Le Topro-3 est une molécule intercalante qui 
devient, lorsqu'elle s ' insère dans de l' ADN double brin, excitable à une longueur d 'onde de 
642 nm et émet à 661nm. Les cellules sont finalement rincées deux fois avec du PBS puis les 
lamelles couvre-objets sont montées sur lames (Memzel-Gloser) au Mowiol préchauffé à 
60°C. L 'observation des cellules s'effectue à l'aide d'un microscope confocal à fluorescence 
(Leica, Allemagne). 
2.4. Fractionnement cellulaire et préparation des lysats. 
Dans le but de rechercher l'abondance de différents acteurs pro~ et anti-apoptotiques 
dans différents compartiments cellulaires (noyaux, mitochondries et cytosol) , un 
fractionnement par la technique de centrifugation différentielle suivi d'une extraction 
protéique sur les différentes fractions enrichies a été réalisé. Les extraits ont été utilisés pour 
réaliser des Western blots visant à rechercher l'abondance du cytochrome c, de Bax, Bcl-2, 
Bel-XL et Mcl-1 dans les différentes fractions . Mentionnons déjà qu ' il s'agit de fractions 
subcellulaires enrichies mais non purifiées, ce qui engendre parfois des difficultés 
d'interprétation des résultats en raison de contaminations possibles. 
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2.4.1. Matériel utilisé : 
• PES: 150 rnM NaCl, 10 rnM KH2PO4 / K2HPO4 ; pH 7,4 
• Tampon sucrose/irnidazole : 40 rnM sucrose, imidazole 3 rnM; pH 7 ,4 
• Cocktail d'inhibiteurs de protéases 25 x concentré (PIC : « protease inhibitor 
cocktail », Roche# 1697498) 
• Cocktail d'inhibiteurs de phosphatases 25 x concentré (PIE : « phosphatase 
inhibitor buffer ») de composition : 25 mM N a3 VO4, 250 mM p-
nitrophénylpyrophosphate, 250 rnM ~-glycérophosphate, et 125 rnM NaF 
• Solution Tris-ASE 14: 10 rnM Tris-HCl; pH 8, 10 % ASE-14 (Sigma, A-
1346) 
• Solution Tris-Triton: 10 rnM Tris-HCl; pH 8, 2 % Triton X-100 
2.4.2. Méthode 
Toutes les étapes du fractionnement cellulaire s'effectuent à 4 °C et la préparation des 
échantillons a été réalisée à partir de 3 boîtes de culture de 75 cm2 (Costar) confluentes pour 
les cellules cybrides sauvages et mutées traitées ou non en présence de staurosporine à 500 
nM pendant 4 heures. Les milieux sont décantés et les cellules sont rincées une fois avec 10 
ml de PES puis avec 10 ml de tampon sucrose /imidazole. Les cellules sont alors raclées dans 
400 µl de sucrose/imidazole contenant 16 µl de PIC et 16 µl de PIE . Les suspensions 
cellulaires provenant de 3 boîtes sont alors regroupées et transférées dans un homogénéisateur 
de Dounce. Après 30 passages, la suspension est centrifugée à 1700 rpm à 4 °C pendant 10 
minutes. 
• Le premier culot correspond à la fraction nucléaire (et aux cellules non 
homogénéisées) qui est resuspendue dans 1 ml de sucrose/imidazole et recentrifugée à 
1700 rpm à 4 °C pendant 10 minutes. Le nouveau surnageant est éliminé et le culot est 
conservé (culot 1) . 
• Le surnageant de la fraction nucléaire est centrifugé à 12500 rpm à 4 °C pendant 2 
minutes . Le nouveau surnageant est aliquoté et conservé à - 20 °C (appelée dans ce 
document et par abus de language, fraction cytosolique) alors que le culot est rincé 
dans 1 ml de sucrose/imidazole et recentrifugé à 12500 rpm à 4°C pendant 2 minutes . 
Le nouveau surnageant est éliminé et le culot, enrichi en mitochondries, est conservé 
(culot 2). 
Le culot 1, contenant principalement les noyaux est resuspendu dans 70 µl de la solution Tris-
ASE 14. Le culot 2, enrichi en mitochondries, est resuspendu dans 30 µl de la même solution. 
A partir de ce moment, les lysats sont maintenus à température ambiante puis soniqués 30 
minutes (sans chauffer) et dilués 5 fois dans le tampon Tris-triton. Ils sont ensuite centrifugés 
à 13000 rpm pendant 10 minutes à température ambiante. Les sumageants sont aliquotés et 
conservés à -20 °C. Les surnageants correspondant aux culots 1 et 2 sont respectivement 
enrichis en protéines nucléaires et mitochondriales. 
30 
2. 5. Dosage de protéines par la méthode de Bradford 
Pour doser les protéines par la méthode de Bradford (Bradford, 1976), on ajoute 1 µl 
d 'échantillon dilué 5 fois dans de l 'H20 à 1 ml de solution de colorant (Bio-rad Protein Assay 
500-0006) et après 10 minutes d ' incubation, on mesure l'absorbance à 595 nm au 
spectrophotomètre. Un blanc échantillon est réalisé à partir de 2 µl d 'une solution Tris 10 
mM; pH 8 + 10 % ASB14 dilué 5 x dans une solution Tris 10 mM pH 8 + 2% triton X-100 . 
Pour calculer la concentration protéique, un étalon de concentration connue est également 
dosé. Pour ce faire, 2,5 µl d 'un solution BSA à 2 µg/µl sont ajoutés à 1 ml de solution 
Bradford ; un blanc est également réalisé à partir de 2,5 µl d'H20 et l ' absorbance à 595 nrn est 
lue 10 minutes plus tard. La concentration en protéines est alors calculée selon la formule : 
Corre échantillon (µg/µl) = (Abs éch-Abs blanc éch) x Vol éch x Corre étalon 
(Abs étalon-Abs blanc étalon) x Vol éch 
Avec , Abs : valeur d' absorbance ; éch : échantillon ; Vol : volume ; Corre : concentration 
2. 6. Western Blot 
Le Western Blot est une technique semi-quantitative (dans la zone de linéarité 
d'exposition) permettant de séparer des protéines par électrophorèse dans un gel (ici SDS-
PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) et, après transfert sur 
une membrane, de détecter l ' abondance d'une protéine d'intérêt en utilisant un anticorps 
primaire spécifique et un système de révélation. Dans le cadre de notre travail, l'abondance de 
protéines intervenant dans l'apoptose a été recherchée sur des fractions cytosoliques et des 
fractions enrichies en mitochondries ou noyaux préparées à partir de cellules cybrides 
sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine 500 nM pendant 4 heures (voir point 
2.4). 
2.6.1. Matériel et Tampons 
• Acrylamide/Bisacrylamide (30/0,8) (Bio Rad 161-01-58) 
• Ammonium persulfate (APS) (Amersham, 17-1311-01) 10 % 
• TEMED (Amersham, 17-1312-01) 
• Tampon du gel de concentration (pour 100 ml) : 5,1 g Tris ; 0 ,4 g SDS ; pH 6,8 
• Gel de concentration (pour 24 ml) : 6 ml tampon de concentration + 4 ml 
Acrylamide/Bisacrylamide + 14 ml H20 
• Tampon du gel de séparation (pour 200 ml): 36,3 g Tris ; pH 8,9, 0 ,8 g SDS 
• Gel de séparation : voir table 2.3 
• Tampon d 'électrophorèse 10 x (pour 11) : 63,2 g Tris ; 40 g glycine; 10 g SDS 
• Bleu de charge 5 x : 0,5M Tris-HCl ; pH 6,8, 20 % SDS ; 20 % glycérol ; 1 % bleu de 
bromophénol, 20 % ~-mercaptoéthanol 
• Tampon de transfert (pour 5 1) : 24 g Tris; 115 g glycine; 1 1 méthanol 
• TBS (Tris Buffer Saline) 10 x (pour 11) : 24,22 g Tris ; pH 7,6, 80,06 g NaCl 
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Gel mix 15 % 12 % 
Gel buffer 60 ml 60 ml 
Acryl/Bis (30%) 125 ml 100ml 
H20 65 ml 90 ml 
Table 2.3. : Composition des « gels mix » utilisés dans la préparation des « running » gels 12 et 15 % en 
acrylamide utilisés pour les Western blots. La table reprend les quantités de réactifs nécessaires à la préparation de 
250 ml de « gel mix » . ' 
• ECL blocking Agent (Amersham, RPN 2135) 
• Solution de révélation: ECL Western Blot detection Kit (Amersham, RPN 2135) 
2.6.2. Méthode 
2.6.2.1. Préparations des Gels 
Des gels d ' acrylamide à 12 et 15 % ont été réalisés de manière à pouvoir analyser 
l ' abondance de protéines de poids moléculaires variés. La composition de ces gels est reprise 
dans la table 2.3. Le gel de séparation est préparé (35 ml de « running gel mix » , 175 µl 
d' APS 10% et 10,5 µl de TEMED) puis coulé entre les plaques de montage et polymérise 
pendant 45 min à température ambiante. Pedant ce temps , le gel aura été couvert par 1 ml 
d 'isobutanol afin que la polymérisation s'effectue à l ' abri de l ' oxygène. L'isobutanol est 
ensuite enlevé et le dessus du gel est rincé abondamment à l ' eau distillée . Le gel de 
concentration est alors préparé (10 ml de « stacking gel mix », 50 µl d 'APS 10 % et 3 µl de 
TEMED), puis coulé jusqu' au-dessus des plaques et le peigne est introduit. La polymérisation 
dure environ 15 minutes. Pendant ce temps les échantillons sont préparés. 
2.6.2 .2. Migration des échantillons 
Le gel est monté dans une cuve d'électrophorèse, le peigne est enlevé et la cuve est 
remplie avec du tampon d'électrophorèse. Les échantillons sont alors chargés ainsi qu'un 
étalon marqueur de poids moléculaire (12 µl d'étalon See Blue, Invitrogen LC 5925). On 
charge un volume de 50 µl dans chaque puits . Ces 50 µl contiennent 30 µg de protéines pour 
les fractions mitochondriales et cytosoliques ou 15 µg de protéines pour les fractions 
nucléaires ; 10 µl de bleu de charge 5 x, le volume étant ajusté par du tampon dilué 4 fois . 
Avant la charge, les échantillons auront été dénaturés par un passage de 3 minutes à 100 °C. 
La migration des échantillons se fait d'abord à un ampérage de 35 mA pendant 45 min dans le 
gel de concentration puis à 45 mA pendant 5 heures dans le gel de séparation. 
2.6.2.3. Transfert des échantillons sur une membrane de PVDF 
A la fin de l 'étape de migration, le gel est démoulé et les protéines sont transférées sur 
une membrane de PVDF (PolyVinylDièneFluoride, Amersham) préalablement réhydratée 
pendant une minute dans du méthanol 100 % puis 5 minutes dans du tampon de transfert. Le 
gel est alors déposé sur la membrane de PVDF et un montage en « Sandwich » est réalisé 
avec des papiers Whatman et des éponges imbibées de tampon de transfert avant d ' être placé 
dans une cuve permettant un électrotransfert de type « semi-dry ». Le transfert s'effectue soit 
2 heures à 150 mA soit pendant 16 heures à 30 mA. La membrane est alors bloquée pendant 
deux heures dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2 % d'agent bloquant ECL (Amersham 
UK) ou dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2% de lait gloria (Nestlé) et ce, en fonction de 
l'anticorps utilisé (voir table 2.4). 
2.6.2.4. Incubation de la membrane avec les anticorps primaires 
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numéro de agent 
protéine cible firme référence esoèce incubation temoérature dilution bloquant 
Bel-XL Sie:ma B 9429 souris 16 heures 4°c 1000 X gloria 
Bcl-2 Sigma B3170 souris 1 heure ambiante 1000 X gloria 
Mcl-1 Santa Cruz sc-819 lapin 1 heure ambiante 1000 X gloria 
Bax Upstate 06-499 lapin 16 heures . 4°c 500 X gloria 
Cytochrome c Santa Cruz sc-7159 lapin 16 heures 4°c 2000 X gloria 
caspase-3 active Pharmingen 556425 lapin 16 heures 4°c 5000 X ECL 
PARP Pharmingen 556493 souris 16 heures 4°C 1000 X gloria 
TBP Santa Cruz SC-204 lapin 16 heures 4°c 5000 X gloria 
BD transduction 
TOM20 laboratories 612278 souris 16 heures 4°c 20 000 X ECL 
tubuline Sie:ma T5168 souris 16 heures 4°c 30 000 X gloria 
Table 2.4. : Anticorps primaires utilisés pour la détection de protéines d'intérêt par la méthode du Western Blot. 
Dans la colonne de droite est repris pour chaque anticorps, l'agent bloquant dans lequel il est dilué. gloria : TBS-Tween 
0,1 % + 2% gloria. ECL: TBS-Tween + 2 % ECL advanced Blocking Agent (Amersham UK). 
Les anticorps passés sur les membranes sont incubés pendant 2 heures à température 
ambiante ou pendant 16 h à 4 °C. Les différents anticorps et les dilutions utilisés sont repris 
dans la table 2.4. Notons que les anticorps sont dilués dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2 
% d'agent bloquant ECL (Amersham UK) ou dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2% de lait 
gloria. Après incubation, la membrane est rincée 3 x 15 minutes avec du TBS-tween 0,1 %. 
2.6.2.5. Incubation de la membrane avec les anticorps secondaires 
Des anticorps secondaires anti-IgG de souris (Amersham, NA 931 V) ou anti-IgG de 
lapin (Amersham, NA 934 V) couplés à la Horse Raddish Peroxidase (HRP) sont alors utilisés 
en fonction de l'anticorps primaire. Ils sont dilués 150000 fois dans le TBS-Tween 0,1 % 
contenant 2 % d'agent bloquant (ECL ou lait Gloria) . L'incubation avec l'anticorps 
secondaire est réalisée pendant 45 minutes puis la membrane est rincée 3 x 15 minutes dans 
du TBS-Tween 0,1 %. 
2.6.2.6. Révélation 
La méthode de chémiluminescence a été utilisée pour détecter la présence des 
protéines. La membrane est placée 5 minutes au contact d'une solution de révélation ECL 
(Enhanced ChemiLuminescence) provenant d'un kit de révélation (Advanced Western Blot 
Detection Kit, Amersham) et contenant le substrat de la peroxydase et du luminol. La 
révélation s'effectue en chambre noire par impression d'un film sensible (Amersham 
Hyperfilms ECL). Le temps d'exposition est fonction de l'anticorps utilisé et le film est passé 
successivement dans une solution de révélation (Ilford), dans del' l'H20 et dans une solution 
de fixation (Ilford). Il est enfin rincé à l'eau, séché et scanné. La membrane peut subir 
plusieurs hybridations avec des anticorps différents après une nouvelle incubation dans du 
TBS-Tween 0,1 % contenant 2 % d'agent bloquant. Elle peut également être congelée à -20 
oc. 
2. 7. Visualisation et dosage de la fragmentation de ['ADN induit par la 
staurosporine 
Un des moyens d'évaluer la mort cellulaire par apoptose est de mesurer la 
fragmentation de l 'ADN génomique, un marqueur tardif de la réponse apoptotique. En effet, 
lors du processus apoptotique, l' ADN est découpé en fragments de taille correspondant à des 
multiples de 180 pb, tailles séparant deux nucléosomes. Dans le cadre du travail, nous avons 
d'abord essayé de visualiser ce phénomène en suivant une méthode d'extraction d'ADN 
suivie d'une séparation des fragments sur gel d'agarose puis nous avons utilisé un kit de 
dosage basé sur la technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). 
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2.7.1. Extraction d'ADN et visualisation sur gel d'agarose. 
2.7.1.1. Matériel 
• PBS: 150 mM NaCl, 10 mM KH2PO4 / K2HPO4 ; pH 7,4 
• Tampon de lyse : 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl; pH 8, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS, 
0,1 ng/ml de protéinase K et lmM CaCl2 • 
• Acétate d'ammonium 2M. 
• Ethanol 100 % et 70 %. 
• Tampon TE: 1 mM Tris; pH 8,0, lmM EDTA 
2.7.1.2. Méthode 
L'extraction s' effectue à partir de cellules cybrides sauvages confluentes ensemencées 
dans des boîtes de culture (Costar) de 25 cm 2. Avant extraction, les cellules auront été ou non 
(cellules contrôles) incubées en présence de staurosporine (= inducteur de l ' apoptose) à des 
concentrations de 100, 500 et 1000 nM pendant 16 h. La méthode d'extraction utilisée est 
tirée du chapitre intitulé « Preparation of Genomic DNA from Mammalian Tissue » de 
l ' ouvrage suivant: « Current Protocols In Molecular Biology ». 
Le principe est le suivant : au terme des incubations, le milieu conditionné est 
récupéré, et les cellules adhérentes sont d'abord trypsinisées et ajoutées au mileu prélevé, puis 
récupérées par une centrifugation de 5 minutes à 500 x g et resuspendues dans 1 ml de PBS 
puis recentrifugées. Les culots sont resuspendus dans 0,3 ml de tampon de lyse, et placés 
pendant 2 heures à 50 °C puis sous agitation à 37 °C pendant 16 h. A chaque lysat, on ajoute 
alors un volume équivalent de phénol avant de les centrifugés à 2000 rpm pendant 10 
minutes . La phase supérieure contenant l' ADN génomique est récupérée puis recentrifugée à 
2000 rpm pendant 10 minutes, et les surnageants sont prélevés. On ajoute alors un demi 
volume d ' acétate d ' ammonium (130 µl ) et 2 volumes d 'éthanol 100 % dans le but de 
précipiter l ' ADN génomique qui est conservé à -20 °C pendant 2 heures. L ' ADN génomique 
est sédimenté par une centrifugation de 2 minutes à 2000 rpm, puis rincé avec de d 'éthanol à 
70 %. Après une dernière centrifugation, l'éthanol est décanté et les culots d'ADN génomique 
sont séchés à l'air libre avant d'être resuspendus dans 40 µl de tampon TE et incubés 2 heures 
à 65°C avant d'être stockés à 4 °C. La quantification de l ' ADN se fait par une mesure de 
l ' absorbance à 260 nm. Un volume équivalent à 10 µg d'ADN est chargé dans un gel 
d'agarose 1,2 % en présence de bromure d ' éthidium (0,5 µg/µl) et soumis à une 
électrophorèse (100 VOLTS durant une heure). Le gel est ensuite placé sur un 
transilluminateur UV afin de visualiser l ' ADN et de photographier le résultat de migration. 
2.7.2. Dosage de la fragmentation del' ADN par un kit ELISA 
Le dosage de la fragmentation de l' ADN génomique a été effectué à partir de cellules 
cybrides sauvages et mutées incubées ou non en présence de staurosporine à 100 nM pendant 
16 h à l'aide du kit: « Cell Death Detection ELISA » commercialisé par la firme ROCHE (#1 
544 675). Dans certaines conditions, l ' incubation des cellules en présence de staurosporine a 
été réalisée en présence de cyclosporine A (100 nM), d'acide bongkrékique (10 µM) ou de 
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Figure 2.2.: Principe du kit EUSA permettant le dosage de la fragmentation del' ADN. 1) Dans 
le fond d 'une plaque 96 puits sont fixés des anticorps anti-Histone Hl. 2) Lors du processus 
apoptotique, l' ADN est fragmenté entre les nucléosomes. L'Histone Hl est reconnue par les 
anticorps et l' ADN fragmenté reste fixé dans les puits. 3) la révélation se fait grâce à un second 
anticorps dirigé contre l' ADN et couplé à la HRP. 
Principe du dosage : il s ' agit d'un kit de dosage en colorimétrie de type ELISA dont le 
principe est présenté à la figure 2.2. Les puits d'une plaque 96 puits sont recouverts 
d'anticorps anti-histone H 1, de manière à capturer les nucléosomes contenus dans les 
fragments d'ADN générés au cours du processus d ' apoptose. La présence de ces fragments 
est ensuite révélée grâce à des anticorps anti-ADN couplés à une peroxydase. Après plusieurs 
rinçages pour éliminer l'excès d'anticorps, le dosage de l'activité peroxydase immobilisée 
dans les complexes immuns est réalisé en présence du substrat ABTS (2,2'-azino-di-3-
ethylbenzthizoline sulfonate). Après incubation, le produit de la réaction colorimétrique est 
dosé à 405 nm au spectrophotomètre. 
Pratiquement, les cellules cybrides sauvages et mutées sont ensemencées à raison de 
50000 cellules par puits dans une plaque 24 puits (Costar). Le lendemain, elles sont incubées 
16 heures avec les différentes molécules activatrices/inhibitrices. Après avoir récupéré les 
cellules en suspension par centrifugation, une lyse est effectuée dans 250 µl d'un tampon de 
lyse fourni dans le kit. Les lysats sont centrifugés 7 minutes à 13000 rpm de manière à 
sédimenter l' ADN non fragmenté. Les surnageants sont alors récoltés et 100 µl sont incubés 
pendant 90 min à température ambiante dans les puits tapissés d'anticorps anti-Hl. Après 3 
rinçages avec un tampon de lavage, un anticorps dirigé contre l' ADN et couplé à une 
peroxydase est ajouté dans les puits et incubé pendant 90 min. Après 3 rinçages, le substrat de 
la peroxydase ABTS est ajouté. La réaction permet l'accumulation d'un produit chromogène 
et la densité optique est mesurée à 405 nm à différents temps. La densité optique mesurée est 
proportionnelle au nombre de fragments d 'ADN générés au cours de la réaction apoptotique. 
Le tampon de lyse utilisé interférant avec le dosage des protéines, et afin de normaliser les 
résultats , un dosage de protéines est effectué en parallèle sur des puits « frères » contenant des 
cellules ensemencées à la même densité et ayant subi les mêmes traitements. Le dosage de 
protéines par la méthode de Bradford (voir point 2.5) est effectué à partir de lysats cellulaires 
obtenus avec un tampon de lyse de composition: 150 rnM KCl, 1 rnM EDTA, 100 rnM Tris ; 
pH 7,4 , 1 % Triton X-100. Les valeurs d'absorbance obtenues pour le dosage de la 
fragmentation d'ADN sont alors rapportées à la quantité de protéines mesurée dans ces 
conditions. Les résultats seront donc exprimés en unité de D.O. (densité optique) à 405 nm 
par µg de protéines. 
2.8. Dosage de l'activité de la caspase-3. 
La caspase-3, caspase effectrice de la réponse apoptotique dans de nombreux modèles 
cellulaires, joue un rôle capital dans l'aboutissement de l'apoptose et plus particulièrement 
dans la fragmentation de l' ADN. Le dosage de son activité est donc un bon moyen de 
quantifier l'importance de la réponse apoptotique. Le dosage de l'activité de cette protéase a 
été adapté d'après Wellington et al. (JBC 1998) et Lozana et al. (JBC 2001). Le principe est 
simple. Des lysats de cellules cybrides sauvages et mutées préalablement incubées en 
présence de staurosporine à 500 nM pendant 4 heures sont mis en présence d'un substrat 
fluorescent de l'enzyme (Ac-DEVD-AFC). Le motif DEVD étant reconnu et clivé par la 
caspase-3. Le groupement 7 amino-4-trifluorométhyl coumarine (AFC) libéré est fluorescent. 
La mesure de la fluorescence libérée reflète donc l'activité de la caspase-3 . 
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2.8.1. Réactifs : 
• PBS: 150 mM NaCl, 10 mM KH2PQ4 / K2HPO4 ; pH 7,4 
• Tampon de lyse : 10 mM HEPES/KOH ; pH 7 ,0 ; 10 % sucrase ; 2 mM EDTA ; 0, 1 % 
CHAPS ; 5 mM DTT et 10 µg/ml aprotinine 
• Tampon de réaction: 40 mM PIPES ; pH 7,2; 200 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0,2 % 
CHAPS; 0,10 % Sucrase; 10 mM DTT 
• Substrat Ac-DEVD-AFC (BD Pharmingen) à une concentration stock de 1,37 mM 
dans du DMSO. 
2.8.2. Lyse cellulaire 
Les cellules confluentes repiquées dans des boîtes de culture (Costar) de 25 cm2 sont 
traitées ou non avec des molécules modulatrices durant 4 heures (staurosporine 500 nM +/-
ionomycine 1 µM ou BAPTA 20 µM). Après avoir récupéré les milieux, les cellules sont 
alors rincées avec 5 ml de PBS. Le PBS et les milieux conditionnés sont centrifugés à 1000 
rpm pendant 10 minutes dans le but de récupérer les cellules détachées du support. Les 
cellules adhérentes sont raclées dans 500 µl de PBS et récupérées en microtubes. Les culots 
cellulaires obtenus par la centrifugation du PBS et du milieu sont resuspendus dans 200 µl de 
PBS et ajoutés dans les microtubes correspondant. Les cellules sont alors centrifugées à 1000 
rpm pendant 10 minutes et lysées avec 100 µl de tampon de lyse pendant 30 minutes. Les 
lysats sont ensuite centrifugés à 1000 g pendant 10 minutes à 4 °C et les sumageants sont alors 
recentrifugés 10 minutes à 10000 g et à 4 °C. Les échantillons sont congelés à -20°C et un 
dosage des protéines est effectué sur les échantillons par la méthode de Bradford. 
2.8.3. Dosage 
Dans un microtube, on ajoute 50 µl de tampon de réaction, puis un volume d 'échantillon 
correspondant à 5-20 µg de protéines et enfin 1 µl du substrat Ac-DEVD-AFC (concentration 
finale : 13,7 µM) . Les échantillons sont alors incubés pendant 60 minutes à 37 °C puis la 
fluorescence est mesurée à au spectrofluorimètre (Ex: 400 nm et Em: 505 nm). Les blancs 
utilisés sont les suivants : 
• blanc enzyme (BE) : tampon de réaction+ 1 µl de DMSO + échantillon 
• blanc substrat (BS) : tampon de réaction + 1 µl de substrat + tampon de lyse en lieu et 
place de l'échantillon 
• blanc blanc (BB) : tampon de réaction+ tampon de lyse 
Calcul de la valeur de fluorescence: (TEST - BE) - (BS-BB). Les valeurs sont ensuite 
normalisées par les quantités de protéines et exprimées en unités arbitraires de 




















































Figure 3.1.: Résultats de l'expression de gènes codant des protéines pro- ou anti-
apoptotiques dans les cellules cybrides mutées obtenues suite à l'hybridation 
d' ADNc sur le damier « Human General Chip ». Les gènes repris dans la colonne 
gauche sont des gènes intervenant positivement ou négativement dans le processus 
apoptotique. Les v.aleurs dans la colonne de droite représentent le niveau d'abondance 
relative des transcrits des gènes correspondant dans les cellules cybrides mutées par 
rapport aux cellules cybrides sauvages. Les valeurs se trouvant dans une case grise 
représentent une variation quantitative et significative de l'expression génique. Le sigle -
représente une diminution qualitative et significative de l'expression. ND: valeur non 
détectée. 
3. Résultats et discussions 
3.1. Expression différentielle de gènes dans les cellules cybrides mutées 
Dans le but d 'analyser l'expression différentielle de gènes dans les cellules cybrides 
présentant un dysfonctionnement mitochondrial induit par la mutation A8334G, une 
extraction d ' ARN total a été effectuée à partir de cellules cybrides sauvages ( cellules 143B 
rho0 repeuplées avec des mitochondries de sujets sains) et de cellules cybrides mutées 
(cellules 143B rho0 repeuplées avec des mitochondries portant la mutation A8344G à l'état 
hétéroplasmique). Suite à une rétrotranscription des ARNm, les ADNc ont été hybridés sur un 
damier à faible densité contenant 202 sondes de captures permettant l ' analyse de gènes 
regroupés en différentes catégories sur base de leur(s) fonction(s) décrites dans la littérature 
( apoptose, cycle cellulaire, métabolisme, ... voir la liste des gènes analysables et le « design » 
du damier en annexes I et Il). Cela nous a permis d'étudier l'expression différentielle de gènes 
dans les cellules cybrides mutées. Les résultats reprenant le niveau d'expression de chacun 
des gènes analysables par le damier sont repris en annexe III. Notons que les quantifications 
d'expression de gènes sont obtenues au niveau transcriptomique et qu'une seule hybridation a 
été effectuée. Ces résultats sont donc indicatifs et doivent être interprétés avec précaution. 
Pout les rendre plus fiables et vérifier leur reproductibilité, il serait nécessaire d 'effectuer au 
minimum 3 hybridations à partir d'extraits biologiques différents et de confirmer ces 
différences par la technique de real-time PCR. De plus, la relevance biologique de ces 
changements devrait être testée en recherchant le niveau d'expression et/ou d ' activité au 
niveau protéique. Néanmoins, cette expérience nous donne une première indication sur le 
niveau d'expression de ces gènes dans les cellules cybrides mutées par rapport aux cellules 
cybrides sauvages et permet donc d'identifier des gènes dont l'expression pourrait être 
modifiée en réponse à un dysfonctionnement mitochondrial. 
Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la 
variation d'expression de quelques gènes codant pour des effecteurs et des régulateurs 
impliqués dans la réponse apoptotique (figure 3.1). Mis à part Bad, Bax, MEK2 etp53 qui 
présentent un niveau d 'expression inchangé, les autres gènes analysés semblent être sous-
exprimés de 1,7 (Bid) à 3,7 x (c-myc) dans les cellules cybrides mutées. Notons que les 
transcrits des gènes codant la JNK3 et la caspase-2 sont non détectés, car probalement très 
peu abondants. Les gènes codant pour Bcl-2, JNKl et la caspase-3 sont également sous-
exprimés mais analysables seulement de manière qualitative. 
Sur le damier sont reprises des sondes de capture pour des gènes de la famille Bcl-2. 
Les membres pro-apoptotiques de cette famille , Bax et Bad ne semblent pas présenter de 
variations d 'expression dans les cellules cybrides mutées. Par contre, les gènes Bel-XL et Bel-
2, codant pour des protéines anti-apoptotiques sont moins exprimés dans cette lignée 
cellulaire, ainsi que le gène Bid, codant un membre de la sous-famille BH3-only. Notons que 
le gène le plus sous-exprimé est Bel-XL (-1,97). L'analyse de l'expression du gène Bel-2 ne 
donnant qu 'une valeur qualitative, la quantification de l ' expression de ce gène devrait être 
déterminée par d 'autres hybridations ou en real-time PCR. 
Rappelons que les facteurs pro-apoptotiques comme Bax, Bad et Bid facilitent la 
libération du cytochrome c mitochondrial dans le cytoso1, tandis que Bcl-2 et Bel-XL inhibent 
cette libération (Adams , 2003; Adams et al. , 1998; Zimmermann et al. , 2001). La nature et la 
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fonction de ces protéines ont été détaillées dans l'introduction (voir point 1.5.4. La voie 
intrinsèque). 
La régulation de l 'expression des gènes de la famille Bcl-2 semble complexe et encore 
peu étudiée . Ainsi, lors d ' un stimulus apoptotique comme des dommages à l 'ADN, 
l'expression de gènes codant pour les facteurs pro-apoptotiques de cette famille comme Bax 
est augmentée, suite à l'activation du facteur de transcription p53 (Haupt et al., 2003). De 
plus , une surexpression des gènes codant pour les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-XL 
dans des cellule musculaires lisses peut leur conférer une résistance à l'apoptose (Li et al., 
2005). Cependant, l'abondance des transcrits ne reflète pas toujours l'abondance de la 
protéine. En effet, une étude a montré récemment que l'abondance du transcrit de Bcl-2, 
analysée par hybridation in situ dans des tumeurs hépatiques , n'était pas corrélée à 
l'abondance de la protéine correspondante (Ravazoula et al., 2002). Notons enfin que les 
mécanismes principaux permettant la régulation de l'abondance et de la fonction des protéines 
de la famille Bcl-2 passent par des modifications post-traductionnelles comme le clivage 
protéolytique, la dégradation par le protéasome, les phosphorylations, et surtout des 
modifications de localisation (Gross et al., 1999). Les variations d'abondance des transcrits 
codant pour les protéines de la famille Bcl-2 dans les cellules cybrides mutées par rapport aux 
cellules cybrides sauvages ne donnent donc pas d'information sur l'action de ces protéines 
dans les cellules. 
Nous avons également vu que les caspases ont un rôle essentiel dans la réponse 
apoptotique. Rappelons que les caspases-2, -8 et -9 initiatrices agissent en amont des 
caspases-3 et -7, effectrices (voir introduction, point 1.5.1). Dans les cellules cybrides mutées, 
tous les gènes codant pour les caspases et pour lesquels nous obtenons une détection sont 
sous-exprimés. L'analyse de la variation d 'expression du gène codant pour la caspase-3 est 
qualitative, mais pour les autres caspases, le facteur de sous-expression est supérieur à 2. 
Les résultats de quantification de l'abondance relative des transcrits pour les Jun N-
terminal Kinase (JNK)-1, -2 et -3 sont également présentés à la figure 3.1. Seule l'abondance 
du transcrit de la JNK-1 est analysable de manière quantitative. Ce gène est sous-exprimé 
1,82 fois dans les cellules cybrides mutées. L'expression du gène JNK-3 n 'est pas détectée, et 
l'expression du gène de la JNK-1 donne une valeur qualitative. Les kinases codées par ces 
gènes appartiennent à la famille des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) de stress et 
sont impliquées dans l 'apoptose médiée par le TNFa (Papa et al., 2004). Elles joueraient un 
rôle pro-apoptotique en induisant indirectement le clivage (indépendant de la caspase-8) de la 
protéine Bid en une forme tronquée (jBid) distincte de tBid qui transloque dans la membrane 
mitochondriale externe et permet la libération de Smac/Diablo mais pas du cytochrome c. Le 
rôle pro-apoptotique de l'activation de la JNK dans la réponse induite par le TNFa passerait 
donc par une levée de l'inhibition exercée par TRAF2-cIAP1 sur l'activation de la caspase-8 
(Deng et al., 2003; Papa et al., 2004) (voir introduction point 1.5.5). 
L'expression du gène codant pour la sérine/thréonine kinase MEK 1 est 
significativement plus faible dans les cellules cybrides mutées, ce qui n'est pas le cas du gène 
MEK2 dont l'expression est comparable dans les 2 lignées. Les kinases codées par ces gènes 
appartiennent également à la famille des MAP kinases et sont impliquées dans l'activation de 
NF-kappaB, facteur de transcription impliqué dans la survie cellulaire. De plus, les MEK 
permettent également la surexpression de Bcl-2, protéine anti-apoptotique (Hagemann et al., 
2001; Kurland et al., 2003). Il est donc intéressant de constater que la diminution d'abondance 
du transcrit MEKJ est corrélée à la diminution de l 'abondance du transcrit du gène Bcl-2. 
Le facteur de transcription c-Myc forme, en s'associant avec son partenaire protéique 
Max, un hétérodimère qui joue un rôle dans la croissance et la prolifération cellulaire, dans la 
différenciation mais possède également, lorsqu'il est surexprimé, un rôle pro-apoptotique 
(voir introduction point 1.5.7). Les gènes codant pour c-Myc et Max sont sous-exprimés dans 
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les cellules cybrides mutées de respectivement 3,7 et 2,94 fois . Ce sont les gènes dont la 
variation d 'expression est la plus importante entre les deux lignées cellulaires. 
S ' il est décrit que la surexpression des ces facteurs dans les cellules engendre une 
susceptibilité accrue à l'apoptose lors de la privation de sérum ou le traitement par des 
molécules qui induisent des dommages à l' ADN, les mécanismes par lesquels c-myc 
sensibilise les cellules à l'apoptose ne sont pas clairement identifiés. Ils pourraient impliquer 
une chute du potentiel de membrane mitochondrial, la libération du cytochrome cet d' AIF et 
pourraient faire intervenir des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, ainsi que 
NFkappaB ou encore passer par une modification de l'expression de protéines 
mitochondriales constitutives du PTP (Iaccarino et al. , 2003; Juin et al., 2002; Klefstrom et 
al., 2002; You et al., 2002). 
L 'abondance du transcrit de p53 est comparable dans les cellules cybrides sauvages et 
mutées. p53 forme un facteur de transcription tétramérique activé par les dommages à l' ADN 
et qui permet l'arrêt du cycle cellulaire par l ' expression de p21/Wafl, un inhibiteur des cdk 
(cyclin-dependent kinases). Si les dommages à l' ADN sont irréversibles, p53 entraîne la mort 
cellulaire par apoptose en induisant notamment l'expression de protéines pro-apoptotiques de 
la famille Bcl-2 comme Bax, Puma et Noxa (Haupt et al., 2003) .Le gène Smad4 est également 
sous-exprimé (2,5x) dans les cellules cybrides mutées. La protéine Smad4 intervient dans 
l'apoptose induite par le TGF-beta suite à l'activation de récepteurs membranaires et ce, 
coopérativement avec l'activation de Smad2 et 3. Le trimère formé possède alors une fonction 
transacti va tri ce. 
Enfin, l' ADP-RibosylTransférase (ADPRT), plus connue sous le nom de Poly-ADP-
ribose polymérase-1 (PARP-1) est un substrat de la caspase-3 active. Elle intervient dans les 
mécanismes de réparation de l 'ADN. Le gène codant pour cette protéine est sous-exprimé 
plus de deux fois dans les cellules porteuses de la mutation MERRF (A8344G). 
En conclusion, l'expression de nombreux gènes codant pour des protéines à actions 
pro- ou anti-apoptotiques analysée par le microarray « Human General Chip » semble 
diminuer dans les cellules cybrides mutées. Néanmoins, le niveau d'expression des gènes 
n'est ici qu'indicatif et devrait être confirmé par des hybridations supplémentaires et/ou par 
PCR en temps réel (Real-Time Polymerase Chain Reaction). De plus, l'abondance d 'un 
transcrit n'est pas toujours corrélée à l ' abondance de la protéine (Ravazoula et al. , 2002) et ne 
donne aucune information ni sur l'activité ni sur la localisation de la protéine correspondante. 
Plutôt que de tenter de confirmer ces résultats au niveau transcriptomique, nous avons 
préféré des études plus fonctionelles permettant d'étudier la sensibilité des cellules cybrides 
sauvages et mutées à l ' apoptose induite par la staurosporine. Cette molécule est un inhibiteur 
à large spectre de nombreuses kinases qui induit l'apoptose dans de nombreux types de 
cellules transformées. Parmi les mécanismes d'action principaux décrits pour conduire la 
cellule à l ' apoptose, en réponse à une incubation en présence de cette molécule, rappelons une 
inhibition des PKCs, une augmentation de la concentration en calcium cytosolique libre et une 
élévation de la production de ROS au niveau de la chaîne de transporteurs d 'électrons 
mitochondriale (voir introduction, point 1.5.8 ., figure 1.28). Les résultats obtenus par 
l'hybridation sur le damier « Human General Chip » montrent que l ' expression de gènes pro-
et anti-apototiques varie dans les lignées cellulaires étudiées mais ne renseignent en rien sur la 
réponse de ces cellules à un stimulus pro-apoptotique comme la staurosporine. Des données 
controversées et contradictoires existent dans la littérature sur la sensibilité de cellules 
présentant un dysfonctionnement mitochondrial à l 'apoptose. En effet, certaines cellules rho0 
semblent plus résistantes à l ' apoptose (Sandra Morais Cardoso et Al. , 2001) alors que d'autres 
cellules cybrides mutées portant les mutations MELAS, MERRF ou une délétion de 4,977 pb 
dans l' ADN mitochondrial ont été décrites comme étant plus sensibles que les cellules 
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Figure 3.2. Micrographies prises au microscope à contraste de phase illustrant l'évolution de la morphologie de cellules cybrides sauvages 
et mutées. Les cellules ont été incubées ou non (A et E) avec de la staurosporine à 100 nM pendant 6 ou 16 heures (B, C, F et G) ou avec de la 
staurosporine à 500 nM pendant 4 heures (D et H). 
donc tenté, dans la suite de ce travail, de comparer la réponse apoptotique induite par la 
staurosporine dans les 2 lignées cellulaires. 
3.2. Effet de la staurosporine sur la morphologie des cellules cybrides 
sauvages et mutées 
La réponse apoptotique est caractérisée par un changement de la morphologie des 
cellules résultant, par exemple, de la condensation du cytosol suite à la désorganisation du 
cytosquelette (Dynlacht et al., 2000) et à la fragmentation du noyau (Veselska et al., 2003). 
Ces modifications conduisent à un arrondissement des cellules et, in fine, à la formation de 
corps apoptotiques, ou vésicules membranaires contenant les débris cellulaires résultant de 
l'activation des caspases. Lors de la mise au point de notre modèle cellulaire d 'apoptose, les 
cellules cybrides sauvages et mutées ont été incubées avec de la staurosporine dans le but de 
rechercher les concentrations et les temps d ' incubation nécessaires pour observer les 
modifications morphologiques décrites ci-dessus. 
Concrètement, les cellules ensemencées dans des boîtes de 7 5 cm2 ont été incubées 
avec de la staurosporine à 100 nM pendant 6 et 16 heures ou à 500 nM pendant 4 heures, puis 
des micrographies ont été prises au microscope à contraste de phase (figure 3 .2) . 
Morphologiquement, les cellules cybrides sauvages traitées à la staurosporine 100 nM durant 
6 heures , ne présentent pas ou peu de différences avec les cellules contrôles non traitées . Par 
contre, dans les mêmes conditions, les cellules mutées commencent à se rétracter. Une 
incubation de 16 heures en présence de staurosporine, à la même concentration, accentue 
encore cet effet(« shrinkage ») .Ace temps, on visualise également une rétraction des cellules 
sauvages, bien que l 'effet soit moins marqué que pour les cellules cybrides mutées. Les 
cellules plus réfringentes présentes sur les micrographies sont des cellules sur le point de se 
détacher de leur support. Enfin, lorsque les cellules sont incubées en présence de 
staurosporine à 500 nM pendant 4 heures, les effets différentiels sont encore plus marqués. En 
effet, la majorité des cellules cybrides mutées sont arrondies alors les cellules cybrides 
sauvages semblent mieux résister au traitement. 
Nous pouvons donc conclure que le temps d ' incubation et la concentration en 
staurosporine sont deux paramètres influençant l'effet de cette molécule sur la morphologie 
cellulaire et ce, dans les deux lignées cellulaires. De manière très intéressante, l'effet de la 
staurosporine sur la morphologie cellulaire semble plus marqué pour les cellules cybrides 
mutées , et ce quel que soit le temps d'incubation et la concentration considérés. Les cellules 
cybrides sauvages pourraient donc mieux résister à la staurosporine que les cellules cybrides 
mutées. Néanmoins, ces observations n ' apportent que peu d'informations sur le type de 
mortalité cellulaire (apoptose ou nécrose) et ne permettent qu'une évluation subjective des 
effets provoqués par la staurosporine. Nous avons donc tenté de visualiser et de mesurer la 
fragmentation del' ADN, une étape tardive et caractéristique d 'une réponse apoptotique. 
3.3. Analyse de la fragmentation de /'ADN induite par la staurosporine dans 
les cellules 143 B. 
Assez tardivement dans le processus apoptotique, l' ADN génomique est fragmenté 
entre les nucléosomes, les protéines histones restant fixées à l' ADN. Néanmoins, la nucléase 
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Figure 3.3: Détection de la fragmentation de l' ADN sur gel d'agarose à partir d'ADN 
génomique extrait de cellules 143B incubées en présence de staurosporine. Des cellules 143B sont 
incubées ou non (CTL) pendant 16 h en présence de staw-osporine à 100 nM (1), 500 nM (2) ou 1 µM 
(3). Au tenne des incubations, l'ADN génomique est extrait et soumis à une migration 
électrophorétique dans un gel d'aga.rose 1,2 % en présence de bromw·e d 'éthidium. Un étalon (Et.) 
composé de fragments d'ADN de poids moléculaire connus est également chargé. Les flèches de 
gauche indiquent les poids moléculaires tandis que les flèches de droite montrent la fragmentation 
intemucléosomale de l'ADN (générant des fragments dont les tailles sont des multiples de 180-200 
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Figure 3.4.: Effet de la staurosporine sur la fragmentation de l' ADN génomique dans des cellules 
cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires). Les cellules ont été incubées ou 
non (CTL) en présence de staurospo1ine (STS) à 100 nM pendant 16 heures. Le dosage de la 
fragmentation est ensuite effectué grâce au kit« Cell Death Detection Elisa» (voir matériel et méthodes) . 
Les résultats représentant les valew-s d' absorbance obtenues, nonnalisées par les quantités de protéines 
engagées dans le test, sont exprimés en D.O. / µg de protéines comme la moyenne± 1 S.D. pow- n=3. 
CAD (Caspase-Activated DNase) qui fragmente l'ADN ne le clive pas entre tous les 
nucléosomes, et les fragments ainsi générés ont une taille correspondant à des multiples de 
180-200 paires de bases. Après une extraction d'ADN génomique à partir des cellules et une 
migration électrophorétique sur gel d' agarose en présence de bromure d' éthidium, ce 
phénomène devient visualisable. En effet, l' ADN des cellules apoptotiques se présente alors 
sous la forme de « DNA ladder », les fragments obtenus après migration étant séparés sur le 
gel par une distance d'environ 180-200 paires de bases. 
Dans le cadre de la mise au point d'un modèle d'apoptose induite par la staurosporine, 
nous avons voulu mesurer la fragmentation del' ADN de cellules 143 B incubées pendant 16 
heures avec des concentrations croissantes (100 nM, 500 nM et 1 µM) en staurosporine. Pour 
obtenir une bonne réponse apoptotique, le temps de 16 heures a été choisi car la fragmentation 
de l' ADN est une caractéristique tardive de l'apoptose. Après extraction et migration 
électrophorétique, l' ADN a été révélé sous illumination UV. Le but était d'établir les 
conditions optimales de stimulation des cellules. Le résultat de la migration est présenté à la 
figure 3.3. Dans le cas de cellules non traitées à la staurosporine, l' ADN non fragmenté n'a 
pas pénétré dans le gel. Après un traitement à la staurosporine, l'ADN génomique montre 
bien une dégradation qui est dépendante de la concentration utilisée et qui fait apparaître des 
fragments d'ADN séparés d'environ 180-200 paires de bases. Ce résultat attendu montre que 
l 'ADN est bien fragmenté entre les nucléosomes et suggère qu'une proportion des cellules 
meurent bien par apoptose en réponse à la staurosporine. Ceci est d'autant plus visible pour 
des cellules incubées avec la staurosporine à 1 µM. 
Néanmoins, l'obtention de ce résultat a été difficile. En effet, l' ADN intact est 
visqueux et pénètre difficilement dans le gel. De plus, les dosages de la concentration en ADN 
(par la mesure de l' absorbance à 260 nm) nécessaires pour déterminer précisément les 
quantités à déposer sur le gel étaient peu reproductibles. Notre but étant de comparer la 
sensibilité des cellules cybrides sauvages et mutées à la staurosporine, nous avions besoin 
d'un test quantitatif et reproductible pour comparer l'état de la fragmentation del' ADN dans 
ces conditions. Nous avons donc décidé d'utiliser un kit permettant le dosage de la 
fragmentation del' ADN. 
3.4. Recherche de l'effet de la staurosporine sur la fragmentation de /'ADN 
dans les cellules cybrides sauvages et mutées. 
La quantification de la fragmentation de l' ADN permet de rechercher si une lignée 
cellulaire ést plus sensible qu 'une autre à l'apoptose en réponse à un stimulus apoptotique. Le 
dosage a premièrement été effectué sur des échantillons préparés à partir de cellules cybrides 
sauvages et mutées préalablement incubées 16 heures en présence de staurosporine à 100 nM. 
Le but de cette expérience était de comparer l 'effet de la molécule sur l'état de fragmentation 
de l ' ADN dans les deux lignées cellulaires. Les résultats de ce dosage sont présentés à la 
figure 3.4. 
On peut voir que la staurosporine induit bien une augmentation de la fragmentation 
intemucléosomale del' ADN dans les deux lignées cellulaires. Ceci atteste de l ' induction de 
l'apoptose des cellules en réponse à la staurosporine. Cependant, remarquons que la 
dégradation de l 'ADN en réponse à la staurosporine est bien plus importante dans les cellules 
possédant la mutation MERRF (A8344G) que dans les cellules possédant l' ADN 
mitochondrial sauvage. Ceci montre donc que la mutation MERRF est responsable d 'une 
augmentation de la sensibilité des cellules à l'apoptose induite par la staurosporine. Des 
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Figure 3.5.: Effet de la cyclosporine A et de l'acide bongkrékique sur la fragmentation de 
l' ADN induite par la staurosporine dans des cellules cybrides sauvages et mutées. 
Les cellules cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires) ont été 
incubées pendant 16 heures avec de la staurosporine à 100 nM (STS) en présence ou en 
absence de cyclosporine A (Cs A) à 100 nM et d'acide bongkrékique (AB) à 10 µM . Le 
dosage de la fragmentation est effectué grâce au kit « Cell Death Detection Elisa » (voir 
matériel et méthodes). Les résultats représentant les valeurs d'absorbance obtenues, 
normalisées par les quantités de protéines engagées dans le test, sont exprimés en D.O. / µg de 
protéines comme la moyenne± 1 S.D. pour n=3 . 
une sensibilité accrue des cellules affectées par la mutation MERRF (A8344G) à l'apoptose 
induite par la staurosporine ou par les UV (Liu et al., 2004). Ces résultats sont également en 
accord avec nos observations morphologiques faites sur les cellules cybrides sauvages et 
mutées incubées en présence de staurosporine et qui montraient un phénomène de rétraction 
plus important dans les cellules cybrides mutées (voir figure 3.2). 
Nous avons donc mis au point un modèle d'apoptose induite par la staurosporine et 
confirmé la plus grande sensibilité des cellules cybrides mutées à la staurosporine. 
Après avoir montré un effet différentiel de la staurosporine sur les cellules cybrides 
sauvages et mutées, nous avons voulu rechercher les mécanismes potentiellement impliqués 
dans la réponse apoptotique induite par l'inhibiteur de PKC dans ces lignées cellulaires: 1) en 
recherchant un rôle éventuel du PTP et 2) en tentant de mettre en évidence le rôle d'une 
activation des caspases dans la fragmentation del' ADN observée dans ces conditions. 
3.5. Effet de la cyclosporine A et de l'acide bongkrékique sur la fragmentation 
de ['ADN génomique induite par la staurosporine dans les cellules cybrides 
sauvages et mutées 
Le PTP forme un pore/canal non spécifique dans les membranes mitochondriales qui 
est constitué de protéines comme l' ANT, VDAC, une hexokinase, la créatine kinase, le 
récepteur périphérique aux benzodiazepines (PBR) et la cyclophiline D (CycD) (voir 
introduction point 1.1.5). L'ouverture de ce pore serait, entre autres, régulée par des 
interactions avec les protéines de la famille Bcl-2. En condition basale, Bcl-2 permettrait sa 
fermeture, et suite à un stimulus apoptotique, la translocation de Bax dans la membrane 
mitochondriale externe (MME) permettrait son ouverture (Gross et al., 1999; Loeffler et al., 
2000). La conséquence de l'ouverture du PTP est une augmentation de la perméabilité de la 
MME permettant la libération de facteurs pro-apoptotiques comme le cytochrome c et 
l'activation de la cascade de caspases. 
La cyclosporine A et l'acide bongkrékique sont deux molécules qui inhibent 
l'ouverture du PTP. L'acide bongkrékique agit au niveau de l'ANT tandis que la cyclosporine 
A inhibe la cyclophiline D (voir figure 1.7). Nous avons utilisé ces deux molécules afin de 
tenter d'inhiber la fragmentation de l'ADN induite par la staurosporine dans les cellules 
cybrides sauvages et mutées (voir figure 3.5). 
L'incubation des cellules cybrides avec la staurosporine à 100 nM induit bien une 
augmentation de la fragmentation de l' ADN, et ce de manière plus importante dans les 
cellules cybrides mutées, ce qui confirme les résultats obtenus précédemment (voir figure 
3.4). La présence de cyclosporine A (100 nM) et d'acide bongkrékique (10 µM) lors de 
l'incubation des cellules avec la staurosporine n'a pas d'effet inhibiteur sur la fragmentation 
de l' ADN induite par la staurosporine et ce, quelle que soit la lignée cellulaire considérée. On 
ne peut exclure que les concentrations utilisées soient trop faibles, ce qui expliquerait 
l'absence d'effet des inhibiteurs. Il faudrait, pour s'en assurer, répéter l'expérience à des plus 
fortes concentrations. Cependant si ces résultats se confirmaient en utilisant de plus fortes 
concentrations en inhibiteurs, cela suggérerait donc l'induction de l'apoptose induite par la 
staurosporine ne dépend pas de l'ouverture du PTP dans ces lignées cellulaires. Une 
conclusion semblable a déjà été émise par Shchepina et collaborateurs (2002) pour des 
cellules HeLa incubées en présence de staurosporine. De plus, il semble que la libération de 
cytochrome c mitochondrial dans des hépatocytes primaires incubés en présence de 
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Figure 3.6.: Effet du zV AD-fmk sur la fragmentation de l' ADN induite par la 
staurosporine dans des cellules cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées 
(colonnes noires). Les cellules ont été incubées ou non (CTL) en présence de 
staurosporine à 100 nM pendant 16 heures en présence (STS + zV AD-fmk) ou en 
absence de (STS) zV AD-fmk à 5 µM. Le dosage de la fragmentation est ensuite 
effectué grâce au kit « Cell Death Detection Elisa ». Les résultats représentant les 
valeurs d'absorbance obtenues, normalisées par les quantités de protéines engagées 
dans le test, sont exprimés en D.O. / µg de protéines comme la moyenne :t 1 S.D. 
pour n=3. 
mitochondrial (Feng et al., 2002). Il est en effet possible que la libération du cytochrome c, 
étape cruciale de l ' initiation de l'apoptose induite par la staurosporine, se produise par un 
mécanisme différent de l'ouverture du PTP. Plusieurs hypothèses ont en effet été émises pour 
tenter d'expliquer la libération du cytochrome c mitochondrial dans le cytosol 
indépendamment de l'ouverture du PTP (voir figure 1.19). Ainsi, le cytochrome c pourrait 
sortir par des pores formés par VDAC (Gross et al., 1999) ou par des pores formés dans la 
membrane mitochondriale externe par des protéines de la famille Bcl-2 comme Bax ou même 
librement suite à une désorganisation de la MME. Rappelons en effet que la staurosporine 
augmente la production de ROS déjà plus élevée dans les cellules possédant l ' ADN 
mitochondrial muté (Liu et al., 2004). Les ROS pourraient donc conduire à la peroxydation 
des phospholipides de la MME. Ensuite, l'activation d'une phospholipase A2 (PLA2) permet 
le clivage des acides gras peroxydés générant ainsi des lysophospholipides capables 
d'augmenter la perméabilité de la MME (Broekemeier et al., 1989; Madesh et al., 1997). 
3. 6. Effet du z VAD-fmk sur la fragmentation de ! 'ADN induite par la 
staurosporine dans des cellules cybrides sauvages et mutées. 
Dans le but de rechercher l'implication éventuelle des caspases dans le processus de 
fragmentation de l' ADN en réponse à la staurosporine dans les cellules cybrides sauvages et 
mutées, nous avons incubé les cellules avec de la staurosporine à 100 nM en présence ou en 
absence de zVAD-fmk (5 µM) , un inhibiteur de l'ensemble des caspases qui agit en se fixant 
et en bloquant le site actif de ces protéases . Les résultats sont présentés à la figure 3.6. Nous 
pouvons donc voir que lorsque les cellules sont incubées avec la staurosporine en présence de 
zVAD-fmk, la fragmentation del' ADN est complètement inhibée et ce, dans les deux lignées 
cellulaires. Ce résultat suggère que la fragmentation del' ADN en réponse à un traitement à la 
staurosporine dépend bien de l'activité de caspases. Ce résultat est attendu si l'on considère 
que la caspase-3, en clivant iCAD (inhibitor of CAD), un inhibiteur de la CAD (Caspase-
Activated Dnase), permet l'activité de celle-ci et donc le clivage internucléosomal de l'ADN 
(Zimmermann et al., 2001). Puisque l'ajout de zV AD-fmk lors de l'incubation induit une 
inhibition complète de la fragmentation del ' ADN induite par la staurosporine, nous pouvons 
même conclure que ce phénomène ne dépend que des caspases. 
Ajoutons encore que les tests réalisés en présence de zV AD-fmk on été dosés en 
même temps que les tests précédents et nous utilisons donc les mêmes contrôles que ceux de 
la figure 3.5 . Nous dissocions simplement leur présentation pour des raisons de clareté. Le 
z V AD-fmk est un inhibiteur de l'ensemble des caspases et inhibe donc toutes les protéases de 
cette famille. Pour tenter d'identifier la ou les caspases responsables de la fragmentation de 
l 'ADN, il serait donc intéressant de refaire ce genre de test en utilisant des molécules qui 
inhibent préférentiellement une caspase particulière, comme par exemple le Ac-DEVD-CHO, 
qui inhibe préférentiellement la caspase-3. Il existe un éventail d'inhibiteurs de caspases qui 
diffèrent par leur site de clivage, et qui bien que pas totalement spécifiques sont 
préférentiellement reconnu par une caspase en particulier (la séquence WEHD , est 
préférentiellement reconnue par la caspase-1 ; VDVAD par la caspase-2, ... ). Dans la suite de 
ce travail, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la caspase-3 , une caspase 
effectrice essentielle dans de nombreux modèles d'apoptose (Voir introduction 1.5 .1. Les 
caspases). 
43 
Fractions Cytosoliques Mitochondriales Nucléaires 
en en en 1- en 1- en 1- en en 1- en 1- en 1-
+ en + en + en 
Q) Q) +. Q) Q) + Q) Cl) + C) C) 
Q) Q) C) C) Q) Q) C) C) Q) Q) (tl (tl (tl 
> •Q) •Q) 
(tl •Q) •Q) (tl (tl •Q) •Q) > > > - -:::s - - :::s :::s > > - -::::s :::s :::s :::s :::s :::s ::::s :::s :::s (tl (tl E E (tl (tl E E (tl (tl E E (/) (/) (/) (/) (/) (/) 
Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) 




Figure 3.7.: Analyse de l'abondance de la protéine caspase-3 en Western blot dans 
différentes fractions subcellulaires préparées par centrifugation différentielle à 
partir de cellules cybrides sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine (500 
nM) pendant 4 heures. Les cellules ont été incubées (+ STS) ou non avec de la 
staurosporine à 500 nM durant 4 heures avant la préparation des fractions nucléaires, 
mitochondriales et cytosoliques. Les puits sont chargés avec 30 µg de protéines pour les 
fractions mitochondriales ou cytosoliques, et avec 15 µg de protéines pour les fractions 
nucléaires. Un contrôle de charge pour les fractions cytosoliques est réalisé par 
l' irnmunodétection de l' a-tubuline. 
3. 7. Recherche de l'abondance et de la localisation de la caspase-3 dans les 
cellules cybrides sauvages et mutées : effet de la staurosporine. 
La caspase-3 est une caspase effectrice de la réponse apoptotique qui est responsable 
du clivage de nombreux substrats cellulaires comme par exemple iCAD (Zimmermann et al. , 
2001) . Afin de rechercher le niveau basal d ' expression de cette caspase dans les cellules 
cybrides sauvages et mutées, les éventuelles modifications d'expression induites par la 
staurosporine et sa localisation subcellulaire, nous avons recherché son abondance au niveau 
protéique en Western blot dans des cellules cybrides sauvages et mutées incubées ou non avec 
500 nM de staurosporine pendant 4 heures . Au terme des incubations , un fractionnement 
cellulaire par centrifugations différentielles a été réalisé dans le but d'obtenir des fractions 
enrichies en protéines cytosoliques, mitochondriales et nucléaires . Les protéines ont ensuite 
été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane de PVDF. L'abondance de la 
caspase-3 a été révélée par immunoblotting grâce à un anticorps qui détecte, dans certains 
tissus , les formes active (17 kDa) et inactive (36 kDa) de la caspase-3. Les résultats obtenus 
sont présentés à la figure 3. 7. 
Tout d'abord, précisons que la figure ne montre que la forme non clivée de 36 kDa de 
la caspase-3 . L ' absence de détection de la forme active de 17 kDa dans les conditions 
staurosporine est peut-être due à un manque de sensibilité de la technique pour les quantités 
de protéines engagées et/ou à une plus grande affinité de l ' anticorps pour la forme inactive de 
36 kDa que pour la forme active. 
La détection de la caspase-3 inactive en Western blot montre que la protéase se trouve 
principalement dans les fractions cytosoliques et est très légèrement détectable dans les 
fractions nucléaires, mais n'est pas présente dans les fractions mitochondriales . La caspase-3 
semble plus abondante dans le cytosol des cellules cybrides sauvages non traitées que dans le 
cytosol des mêmes cellules traitées à la staurosporine. On n 'observe pas cette différence 
d'abondance en réponse à la staurosporine pour les cellules cybrides mutées . Remarquons 
également que la caspase-3 semble plus abondante dans les cellules cybrides possédant 
l' ADN mitochondrial sauvage que dans les cellules cybrides mutées . Ceci est en accord avec 
les résultats d ' expression de gènes obtenus au niveau des transcrits avec le damier « Human 
General Chip » et permet de conclure que la diminution d'abondance des transcrits de la 
caspase-3 dans les cellules cybrides mutées est également visible au niveau protéique. 
Dans les fractions nucléaires, la caspase-3 est légèrement détectée dans les deux 
lignées cellulaires non stimulées (pistes 9 et 11) et le signal correspondant disparaît lorsque 
les cellules sont stimulées par la staurosporine (pistes 10 et 12). Bien que nous ne détections 
pas la forme active de la caspase-3 dans nos conditions expérimentales, nous pouvons 
supposer que la disparition de la caspase-3 inactive en présence de staurosporine soit due à un 
clivage de la protéase. Bien que la localisation de la caspase-3 soit principalement cytosolique 
en conditions basales , il a été montré que la protéase (surtout la forme clivée) est également 
détectable dans le noyau de cellules HepG2 traitées avec un anticorps dirigés contre le 
récepteur FAS (Kamada et al. , 2005) . Cependant, une légère contamination des fractions 
nucléaires par des protéines cytosoliques n 'est pas à exclure pour expliquer la faible détection 
de la caspase-3 dans ces fractions. 
N ' ayant pas pu détecter la forme active de la caspase-3 en Western blot, nous avons 
recherché son activité par un marquage en immunofluorescence et des observations en 
microscopie confocale en utilisant un autre anticorps , reconnaissant uniquement la forme 
clivée de la caspase-3 puisque comme nous l ' avons montré au point 3.6, la fragmentation de 
l ' ADN induite par la staurosporine dépend de l'activation des caspases parmi lesquelles, la 
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Figure 3.8.: Marquage en immunofluorescence et observation en microscopie confocale de la protéine 
caspase-3 active dans des cellules cybrides sauvages (A, B et C) et mutées (D, E et F). Les cellules, 
sous-cultivées sur des lames porte-objets sont incubées ou non (A, D) pendant 4 heures en présence de 100 
nM (B et E) ou 500 nM (Cet F) de staurosporine et sont ensuite fixées à la parafonnaldéhyde avant d'être 
pennéabilisées au Triton X-100 avant le marquage avec un anticorps reconnaissant spécifiquement la fonne 
clivée et active de la caspase-3 . 
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Figure 3.9.: Effet de la staurosporine sur l'activité de la caspase-3 dans des cybrides sauvages et 
mutées. Les cyb1;des sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires) ont été incubées durant 4 
heures avec de la staurosporine à 100 nM (STS 100 nM) ou à 500 nM (STS 500 nM). Les cellules sont 
rincées, lysées et le dosage de l'activité caspase-3 est effectué en présence d' un substrat spécifique de 
l'enzyme (Ac-DEVD-AFC). Les valeurs d'intensité de fluorescence obtenues, normalisées par la quantité de 
protéines engagées dans le tes t, sont exprimées en unités arbitraires de fluorescence / µg de protéines et 
représentent la moyenne± 1 S.D pour n=3. 
3. 8. Etude de l'activation de la caspase-3 dans les cellules cybrides sauvages et 
mutées en réponse à la staurosporine. 
3.8.1. Abondance et localisation de la caspase-3 active dans les cellules cybrides 
sauvages et mutées en réponse à la staurosporine. 
Afin de rechercher l'état d'activité de la caspase-3 dans les cellules cybrides sauvages 
et mutées en réponse à la staurosporine, nous avons réali sé des marquages en 
immunofluorescence en utilisant un anticorps reconnaissant spécifiquement la forme active de 
la caspase-3. Les cellules cybrides sauvages et mutées ont été stimulées ou non pendant 4 
heures avec de la staurosporine à 100 et 500 nM avant d'êtres fixées et marquées pour la 
caspase-3 active. 
Les micrographies présentées à la figure 3.8 montrent que la caspase-3 est activée de 
manière dépendante de la concentration dans les deux lignées cellulaires, la concentration de 
100 nM n'étant pas suffisante pour visualiser l'activation de la protéase après 4 heures 
d 'incubation. Dans les conditions qui activent cette enzyme (staurosporine pendant 4 heures à 
500 nM), la caspase-3 montre une localisation homogène dans les cellules positives pour le 
marquage et se trouve également dans les noyaux visualisés par un contre marquage au 
TOPRO-3. Notons également que la morphologie des cellules positives pour la caspase-3 
change et que leur taille diminue, comme observé sur les micrographies présentées à la figure 
3.2. Il en est de même pour les noyaux qui se condensent. 
Sur base de l 'intensité du marquage pour la caspase-3 active dans les cellules cybrides 
incubées en présence de staurosporine à 500 nM, nous pouvons donc dire que l'activité de la 
caspase-3 en réponse à la staurosporine est plus importante dans les cellules cybrides mutées. 
Ceci est en accord avec les données obtenues pour la fragmentation del' ADN (figure 3.4) qui 
montrent une fragmentation de l 'ADN plus importante dans les cellules cybrides mutées en 
réponse à la staurosporine. Notons que dans les cellules contrôles, le marquage de la caspase-
3 active sembÏe également légèrement plus important dans les cellules cybrides mutées que 
dans les cellules cybrides sauvages. 
Afin de confirmer ces résultats, de tenir compte de l'ensemble de la population 
cellulaire et d'obtenir des données quantitatives, nous avons mis au point un dosage d'activité 
de la caspase-3 dans ces conditions. 
3.8.2. Dosage de l'activité caspase-3 dans les cellules cybrides sauvages et mutées 
en réponse à la staurosporine. 
Les cellules cybrides sauvages et mutées ont été ensemencées dans des boîtes de 25 
cm2 et stimulées avec de la staurosporine à une concentration de 100 ou 500 nM pendant 4 
heures. Ensuite, les cellules ont été rincées, lysées, et le dosage de l'activité de la caspase-3 a 
été réalisé dans un tampon de réaction contenant du Ac-DEVD-AFC à 13 ,7 µM. Cette 
molécule est un substrat synthétique de la caspase-3 qui, lorsqu 'il est clivé, devient 
fluorescent. Après une incubation de 60 minutes à 37°C, la fluorescence est mesurée au 
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Figure 3.10.: Analyse de l'abondance des protéines PARP-1 et PARP-1 clivées dans 
différentes fractions subcellulaires préparées par des centrifugations différentielles à 
partir de cellules cybrides sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine (500 
nM) pendant 4 heures. Les cellules ont été incubées(+ STS) ou non avec de la staurosporine 
à 500 nM pendant 4 heures avant la préparation des fractions nucléaires, mitochondriales et 
cytosoliques. Les puits sont chargés avec 30 µg de protéines pour les fractions 
mitochondriales et cytosoliques, et avec 15 µg de protéines pour les fractions nucléaires. 
L'anticorps utilisé reconnaît la forme native (120 kDa) et la forme clivée de PARP-1 (85 
kDa). 
spectrofluorimètre. Les intensités de fluorescence mesurées sont directement proportionnelles 
à l'activité de la caspase-3. 
Les résultats présentant les intensités de fluorescence mesurées et normalisées par µg 
de protéines engagées dans le dosage sont présentés à la figure 3.9. On observe que l'activité 
de la caspase-3 augmente bien en présence de staurosporine et ce, dans les cybrides sauvages 
et mutées. Cependant, l'activation de la protéase en réponse à la staurosporine dans les 
cellules cybrides mutées est plus importante que l'activation mesurée dans les cellules 
cybrides sauvages et ce, quelle que soit la concentration testée. Ce résultat, appuyé par les 
variations morphologiques (figure 3 .2), par le dosage de la fragmentation de l 'ADN (figure 
3.4) et par le marquage en immunofluorescence de la caspase-3 active (figure 3.8) en réponse 
à la staurosporine est un argument en faveur de l'hypothèse proposée par Liu et collaborateurs 
(2004) selon laquelle des cellules porteuses de la mutation MERRF (A8344G) sont plus 
sensibles à l ' apoptose induite par plusieurs stimuli pro-apoptotiques dont la staurosporine. 
La caspase-3 est donc activée par la staurosporine et est capable de cliver, dans un 
dosage in vitro, un substrat synthétique comme le Ac-DEVD-AFC. Pour vérifier que la 
protéase active est également capable de cliver des substrats endogènes, nous avons voulu 
visualiser le clivage d'un de ses substrats: la Poly (ADP-Ribose) polymérase-1 (PARP-1). 
3.8.3. Visualisation du clivage d'un substrat endogène de la caspase-3 : P ARP-1. 
La Poly (ADP-Ribose) polymérase-1 (PARP-1) est une enzyme intervenant dans le 
processus de réparation del' ADN. Lors de dommages à l' ADN, PARP s'y lie à l'endroit de la 
cassure, hydrolyse le NAD+ en nicotinarnide et ADP-ribose et transfert des polymères 
d' ADP-riboses sur de nombreuses protéines nucléaires dont P ARP-1 lui-même par un 
domaine d'automodification, les DNA polymérases a et~' des facteurs de transcription 
comme p53 et des histones intervenant dans la condensation de l'ADN. L'accumulation de 
charges négatives sur les histones provoque la dissociation de ces protéines de l' ADN, 
laissant l' ADN accessible à d'autres protéines impliquées dans le processus de réparation 
(Susse et al., 2004). PARP-1 est également capable d'interagir physiquement avec des 
facteurs de transcription comme AP-1 et NF-kappaB et de réguler positivement leur activité 
qui pour NF-kappaB passe par une poly-ADP ribosylation de p50 augmentant la liaison du 
facteur à l' ADN (Nakajima et al., 2004; Zheng et al., 2004). De plus la suractivation de 
P ARP-1 en réponse à une accumulation massive de dommages dans l ' ADN déplète la cellule 
en NAD+ et donc par conséquent en ATP, conduisant la cellule à une mort par nécrose 
induite par une déficience énergétique. 
PARP-1 est un substrat de la caspase-3 active (Boulares et al., 1999). Nous nous 
sommes donc intéressés à l'état de clivage de cette protéine lors de l'apoptose induite par la 
staurosporine dans les cellules cybrides sauvages et mutées. Pour y parvenir, nous avons 
cherché à détecter la forme native (120 kDa) et la forme clivée (85 kDa) de la protéine par un 
Western blot réalisé sur des fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires préparées à 
partir de cellules cybrides sauvages et mutées incubées ou non pendant 4 heures en présence 
de staurosporine à 500 nM (figure 3.10). 
On peut constater que la protéine PARP-1 est très peu abondante dans la fraction 
cytosolique de cellules cybrides mutées et est non détectée dans cette même fraction pour les 
cellules cybrides sauvages. Le traitement des cellules à la staurosporine active la caspase-3 
qui clive PARP, générant ainsi une forme tronquée de la protéine (85 kDa) . 
Ce phénomène est bien visible dans les fractions nucléaires et mitochondriales dans 
lesquelles la protéine est retrouvée de manière abondante. La protéine P ARP-1 semble plus 
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abondante dans les cellules cybrides sauvages que dans les cellules cybrides mutées et elle 
n'est pas clivée dans les cellules non stimulées, comme l'atteste l' absence de signal pour la 
bande de 85 kDa. Ceci est en accord avec les résultats obtenus avec le damier « Human 
General Chip » qui montrent que l'abondance du transcrit du gène codant pour la protéine 
PARP (ou ADPRT, ADP-Ribosyl Transferase) diminue de 2,27 fois dans les cellules cybrides 
mutées (voir figure 3.1) . Le traitement des cellules à la staurosporine engendre, dans les 
fractions mitochondriales, le clivage de la protéine PARP ainsi qu'une augmentation de son 
abondance. Dans les cellules cybrides mutées, la forme clivée est majoritaire, alors que la 
forme non clivée s'accumule dans les cellules . cybrides sauvages . Dans les fractions 
nucléaires, la protéine PARP montre des variations d'abondance semblables à celles 
observées dans les fractions mitochondriales, compte tenu des inégalités de la charge entre les 
pistes, indiquée par l' abondance hétérogène de TBP (TATA-box Binding Protein). 
De par sa fonction, la protéine P ARP a théoriquement une localisation principalement 
nucléaire . Si des signaux intenses sont observables dans les fractions mitochondriales, le 
contrôle de charge nucléaire réalisé par l'immunodétection de TBP est présent dans les pistes 
5 à 8, ce qui atteste d'une contamination des fractions mitochondriales par des noyaux. Ainsi, 
la protéine PARP détectée dans les fractions mitochondriales est probablement d 'origine 
nucléaire. Notons cependant que la présence de cette protéine a déjà été observée dans des 
mitochondries de neurones murins où elle interviendrait dans le processus de réparation de 
l' ADN mitochondrial (Masmoudi et al. , 1988) et dans des cellules neuronales humaines, où 
elle pourrait intervenir dans la libération del' AIF (Apoptosis-lnducing Factor) mitochondrial 
lors du processus apoptotique (Du et al., 2003). 
En conclusion, nous pouvons donc dire que la staurosporine induit bien le clivage de 
PARP dans les cellules cybrides sauvages et mutées. Ce clivage d 'un substrat endogène est 
certainement le résultat de l ' activation des caspases . De plus, ce phénomène semble plus 
important dans les cellules cybrides mutées que dans les cellules sauvages stimulées à la 
staurosporine. Tous les résultats obtenus jusqu'à présent montrent donc, par différentes 
approches, que les cellules cybrides possédant la mutation MERRF (A8344G) dans l'ADN 
mitochondrial, sont plus sensibles à l'apoptose induite par la staurosporine. Néanmoins, nous 
n'avons aucune information sur les mécanismes moléculaires responsables de cette différence 
de sensibilité. Les expériences présentées dans la suite du travail ont donc été effectuées dans 
le but d'analyser et de comparer plus finement la réponse des cellules cybrides sauvages et 
mutées à une incubation avec la staurosporine. Nous allons donc tenter d'identifier un ou 
plusieurs élément(s) pouvant expliquer cette sensibilité accrue des cellules cybrides mutées à 
un stimulus pro-apoptotique comme la staurosporine. 
3.9. Effets de l'ionomycine et du BAPTAIAM sur l'activation de la caspase-3 
induite par la staurosporine dans les cellules cybrides sauvages et mutées 
respectivement. 
Les mécanismes par lesquels la staurosporine induit l'apoptose sont au moins au 
nombre de trois . Tout d ' abord, elle agit en inhibant non sélectivement de nombreuses 
isoformes de PKCs connues pour leur fonction anti-apoptotique. Citons par exemple la 
phosphorylation de Bad par les PKCtheta et PKCiota qui permet sa dissociation de Bel-XL et 
sa séquestration cytosolique suite à sa liaison aux protéines adaptatrices de la famille 14-3-3 
(Jin et al. , 2005; Villalba et al. , 2001) . La staurosporine provoque également l ' augmentation 
de la production de ROS cytosoliques et mitochondriaux et la concentration en calcium, au 
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Figure 3.11.: Effet de l'ionomycine sur l'activation de la caspase-3 induite par la 
staurosporine dans des cellules cybrides sauvages (A) et effet du BAPTA sur 
l'activation de la caspase-3 induite par la stauroporine dans des cellules cybrides 
mutées (B). A. Les cellules cybrides sauvages ont été incubées ou non (CTL) pendant 4 
heures avec de la staurosporine à 500 nM et/ou 4 heures avec de l' ionomycine à 1 µM. 
B. Les cellules cybrides mutées ont été incubées ou non (CTL) pendant 4 heures avec de 
la staurosporine à 500 nM et/ou 4 heures avec du BAPT A à 20 µM. Les cellules sont 
• rincées, lysées et le dosage de l'activité caspase-3 est effectué en présence d'un substrat 
spécifique de l'enzyme (Ac-DEVD-AFC). Les valeurs d'intensité de fluorescence 
obtenues, normalisées par la quantité de protéines engagées dans le test, sont exprimées 
en unités arbitraires de fluorescence / µg de protéines et représentent la moyenne ± 1 
S.D pour n=3. 
Les cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial produisent plus de ROS 
(Wei et al., 2001) et possèdent également une concentration en calcium cytosolique libre plus 
importante que les cellules de type sauvage (Amuthan et al., 2002; Arnould et al., 2002; 
Biswas et al., 1999). Bien que les concentrations calciques cytosoliques et mitochondriales 
des cellules cybrides mutées n'aient pas été mesurées, il est probable que l'homéostasie du 
calcium cytosolique et/ou mitochondrial soit modifiée dans ces cellules comme l'ont montré 
Brini et ses collaborateurs (Brini et al., 1999). Il est donc possible que cette différence 
intervienne dans la plus grande sensibilité dont font preuve les cellules cybrides mutées à 
l'apoptose induite par la staurosporine. 
Pour tenter de vérifier cette hypothèse, nous avons étudié l'activation de la caspase-3 
dans des cellules cybrides sauvages traitées avec de la staurosporine en présence 
d'ionomycine et dans des cellules cybrides mutées incubées avec de la staurosporine en 
présence de BAPTA-AM. L'ionomycine est un ionophore qui a pour effet d ' augmenter la 
concentration en calcium cytosolique libre (Bolkent et al., 2002) tandis que le BAPTA/ AM 
est un agent chélateur du calcium intracellulaire (Wie et al., 2001). Le but de cette expérience 
était donc de rechercher des effets modulateurs éventuels d'une augmentation artificielle de la 
concentration calcique dans les cellules cybrides sauvages et d'une diminution de la 
concentration calcique dans les cellules cybrides mutées sur l'activation de la caspase-3 
induite par la staurosporine. 
Les cellules cybrides sauvages ont donc été ou non incubées pendant 4 heures avec 
500 nM de staurosporine et/ou 1 µM d'ionomycine. Les cellules cybrides sauvages ont, quant 
à elles, été incubées pendant 4 heures avec 500 nM de staurosporine et/ou 20 µM de BAPTA-
AM. Au terme des incubations, les cellules ont été rincées, lysées et un dosage de l'activité 
caspase-3 a été effectué à l ' aide d ' Ac-DEVD-AFC, un substrat fluorescent spécifique de 
l'enzyme. 
On observe à nouveau l ' activation de la caspase-3 dans les cellules incubées en 
présence de staurosporine. L'ionomycine seule n'engendre qu'une très faible diminution de 
l'activité caspase-3 dans les cellules cybrides sauvages tandis que l'activation de la caspase-3 
dans des cellules cybrides sauvages incubées avec les deux molécules simultanément est plus 
faible que l'augmentation provoquée par la staurosporine seule. Contrairement à ce que nous 
attendions en raison du rôle important de l'augmentation de la concentration en calcium dans 
l'induction de l'apoptose (Hajnoczky et al., 2003), il semble qu'une augmentation de la 
concentration en calcium dans ces cellules engendre donc une légère inhibition de l ' activité 
caspase-3 induite par la staurosporine. 
Si cette hypothèse est correcte, la diminution de la concentration en calcium 
intracellulaire devrait donner des résultats opposés. C 'est ce que nous pouvons observer à la 
figure 3.11.B qui montre que le BAPTA-AM provoque, à lui seul, une petite augmentation de 
l'activité caspase-3 dans les cellules cybrides mutées. De plus, la présence du chélateur de 
calcium renforce encore l'activation de la caspase-3 induite par la staurosporine seule. La 
diminution de la concentration en calcium dans les cellules cybrides mutées pourrait donc 
avoir un effet pro-apoptotique en augmentant encore l'activation de la caspase-3 induite par la 
staurosporine. 
Ces deux expériences montrent que le calcium inhibe l'activation de la caspase-3 
induite par la staurosporine. Ceci peut paraître paradoxal et en désaccord avec les effets 
qu'engendre cette dernière. En effet, la staurosporine est capable d'induire l'apoptose 
notamment par une augmentation de la concentration calcique (Liu et al., 2004). Nous nous 
attendions donc à obtenir le résultat opposé à celui observé. Néanmoins, dans la littérature, il 
a été montré que le calcium peut avoir un effet protecteur contre l ' apoptose induite par la 
privation de sérum ou la surexpression de p53 (Gidon-Jeangirard et al., 1999; Lampe et al. , 
1995; Lotem et al., 1998). Le mécanisme par lequel le calcium protègerait de l'apoptose 
48 
passerait par la phosphory lation de la protéine kinase B (PKB )/ Akt par une kinase dépendante 
du calcium, la « Ca2+ / calmodulin-dependent protein kinase kinase » (CaM-KK) (Tokumitsu 
et al., 1999). La protéine PKB/ Akt intervient dans la phosphorylation inactivatrice de la 
protéine Bad. Certains auteurs ont également montré que l'augmentation de la concentration 
calcique pouvait activer le facteur de transcription NF-kappaB, qui inhibe l'apoptose (Papa et 
al. , 2004). Une hypothèse supplémentaire que nous pouvons émettre par rapport au 
mécanisme d'action de la staurosporine est que l'augmentation de la concentration en calcium 
intracellulaire, connue pour activer certaines isoformes de PKC (a,~I,~II et y), minimiserait 
l ' action inhibitrice de la staurosporine sur ces enzymes. 
La sensibilité accrue des cellules cybrides mutées à l'apoptose induite par la 
staurosporine ne semble donc pas due à une concentration calcique supérieure à celle 
observée dans les cellules cybrides sauvages. Nous devrions cependant comparer la 
concentration en calcium cytosolique libre et mitochondrial matriciel dans ces deux lignées de 
cellules à l'aide de sondes fluorescentes comme le Fura-2. 
La réponse apoptotique étant souvent médiée par des changements de localisation et 
des déséquilibres dans l ' abondance respective des protéines pro-et anti-apoptotiques, nous 
avons donc, dans la suite de ce travail, tenté de mieux comprendre la raison de la sensibilité 
accrue des cellules cybrides mutées en analysant l'abondance et la localisation de protéines 
pro- et anti-apoptotiques dans les cellules cybrides mutées traitées ou non à la staurosporine. 
3.10. Analyse de l'abondance et de la localisation de protéines à action pro- et 
anti-apoptotiques dans les cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à 
un traitement à la staurosporine. 
Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la sensibilité accrue des 
cellules cybrides mutées à l'apoptose induite par la staurosporine, nous avons analysé la 
localisation de protéines pro- et anti-apoptotiques dans les cellules cybrides sauvages et 
mutées traitées ou non à la staurosporine. Les protéines analysées sont les suivantes : Bax, le 
cytochrome c, Bcl-2, Bel-XL et Mcl-1. 
Les cellules ont été incubées ou non pendant 4 heures avec de la staurosporine à 500 
nM, puis un fractionnement par centrifugations différentielles a été effectué, et les extraits 
protéiques des fractions cytosoliques , mitochondriales et nucléaires ont été chargés sur un gel 
d'acrylamide. Les fractions nucléaires ont été chargées en quantités moindre (15 µg) que les 
deux autres fractions (30 µg), ce qui ne permettra pas de comparer l'abondance des protéines 
dans les fractions nucléaires et mitochondriales ou cytosoliques. Après migration 
électrophorétique des protéines et transfert sur une membrane de PVDF, l'abondance et la 
localisation des protéines dans les différentes fractions ont été révélées par des anticorps 
spécifiques. 
Pour confirmer l'abondance et la localisation des protéines pro- ou anti-apoptotiques 
dans les cellules cybrides sauvages et mutées non traitées, des marquages en 































































































































































10 11 12 
Figure 3.12.: Analyse de l'abondance de la protéine cytochrome c en Western blot 
dans différentes fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentiell es 
à partir de cellules cybrides sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine 
(500 nM) pendant 4 heures . Les cellules ont été incubées ( + STS) ou non avec de la 
staurosporine à 500 nM pendant 4 heures avant la préparation des fractions nucléaires, 
mitochondriales et cytosoliques. Les puits sont chargés avec 30 µg de protéines pour les 
fractions mitochondriales et cytosoliques, et avec 15 µg de protéines pour les fractions 
nucléaires. Un contrôle de charge pour les fractions cytosoliques est réalisé par 
l'immunodétection de l'a-tubuline . 
3.10.1. Analyse de l'abondance et de la localisation du cytochrome c dans les 
cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à la staurosporine. 
La libération du cytochrome c dans le cytosol par les mitochondries est un processus-
clé dans le déclenchement de l ' apoptose . Nous avons donc recherché l ' àbondance de cette 
protéine dans les fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires de cellules cybrides 
sauvages et mutées traitées ou non avec de la staurosporine. 
Le Western blot présenté à la figure 3.12. montre que le cytochrome c est détecté dans 
les trois fractions analysées , et principalement dans les mitochondries. Dans les fractions 
mitochondriales , l 'abondance du cytochrome c est comparable dans les cellules cybrides 
sauvages traitées et non traitées (piste 5 et 6) à la staurosporine, ce qui n 'est pas le cas dans 
les cellules cybrides mutées où l ' incubation avec la molécule semble entraîner une 
augmentation de l'abondance du cytochrome c (pistes 7 et 8). Néanmoins, nous n ' avons pas 
pu réaliser de contrôle de charge mitochondrial sur cette membrane, et la seule explication 
que nous ayons trouvée pour interpréter cette augmentation d ' abondance est une différence de 
charge entre les pistes 7 et 8. 
Enfin, des bandes de faible intensité reflétant la présence du cytochrome c sont aussi 
détectées dans les fractions nucléaires. La staurosporine provoque une diminution de cette 
abondance dans ces fractions, et ce autant dans les cellules cybrides sauvages que dans les 
cellules cybrides mutées. 
Nous avons vu dans l ' introduction que lors du processus apoptotique , la libération 
dans le cytosol du cytochrome c mitochondrial permet l ' activation de la caspase-9 par la 
formation de l'apoptosome, puis l ' activation des caspases effectrices (Adams, 2003).' 
Une diminution de l ' abondance du cytochrome c dans les fractions mitochondriales 
accompagnée d'une augmentation dans les fractions cytosoliques préparées à partir de cellules 
incubées en présence de staurosporine était donc attendue, mais n'ont pas été observées. 
Bien que nous n ' ayons pas d 'explication pour l'absence de libération du cytochrome c 
dans le cytosol des cellules traitées en présence de staurosporine, on peut penser qu 'une 
incubation de 4 heures avec la staurosporine à 500 nM n ' est pas suffisamment longue que 
pour observer cette libération. 
La détection du cytochrome c dans les fractions nucléaires n ' a semble-t-il jamais été 
décrite dans la littérature, et est donc difficilement interprétable, si ce n ' est par une 
contamination des fractions nucléaires par des mitochondries, ce qui n 'est pas vérifiable ici, 
vu l'absence du contrôle de charge mitochondrial. 
3.10.2. Abondance et localisation de la protéine pro-apoptotique Bax dans les 
cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à la staurosporine. 
Le W estem blot présenté à la figure 3 .13 montre que la protéine Bax est détectée dans 
les fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires des deux lignées cellulaires. Dans les 
fractions cytosoliques, l'abondance de la protéine Bax est comparable dans les deux lignées 
cellulaires, et la staurosporine induit une augmentation de l'abondance dans les cellules 
cybrides sauvages . Dans les fractions mitochondriales , la protéine est plus abondante que dans 
les fractions cytosoliques et la staurosporine induit une augmentation importante de 
l ' abondance de Bax, dans les cellules cybrides sauvages comme dans les cellules cybrides 
mutées . Enfin, Bax est faiblement détectée dans les fractions nucléaires , mais c 'est également 
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Figure 3.13.: Analyse de l'abondance de la protéine Bax par Western blot dans différentes fractions 
subcellulaires préparées par centrifugations différentielles à partir de cellules cybrides sauvages et 
mutées traitées ou non à la staurosporine (500 nM) pendant 4 heures. Les ce llules ont été incubées (+ 
STS) ou non avec de la staurosporine à 500 nM pendant 4 heures avant la préparation des fractions 
nucléaires, mitochondriales et cytosoliques. Les puits sont chargés avec 30 µg de protéines pour les 
fractions mitochondriales et cytosoliques, et avec 15 µg de protéines pour les fractions nucléaires. La 
charge et la contamination éventuelle des différentes fractions ont été contrôlées par l'immunodétection de 
Tom20 (marqueur mitochondrial) et de l'a-tubuline (marqueur cytosolique). 
Figure 3.14.: Marquage en immunotluorescence et observation en microscopie confocale de la protéine 
Bax dans des cellules cybrides sauvages (A et B) et mutées (C et D). Les cellules, sous-cultivées sw- des 
lames porte-objets, sont fixées à la paraformaldéhyde puis pennéabilisées au Triton X-100 avant le marquage 
avec un anticorps anti-Bax (A et C) et avec du TOPRO-3 (B et D). 
le cas de la protéine TOM 20 qui sert de contrôle de charge mitochondrial, ce qui indique que 
les bandes légèrement visibles dans les fractions nucléaires et correspondant à la protéine Bax 
sont peut-être le résultat d'une contamination des fractions nucléaires par la présence de 
mitochondries. 
La protéine Bax est une protéine pro-apoptotique de la famille Bcl-2. Suite à un 
stimulus apoptotique, cette protéine cytosolique transloque dans la MME où elle engendre une 
perméabilisation de cette membrane. Elle agirait en formant des pores aspécifiques en MME 
ou en permettant l'ouverture du PTP (voir introduction, point 5.4, (Gross et al., 1999; 
Kroemer et al. , 2000). L'augmentation de l'abondance de Bax dans les fractions 
mitochondriales des cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à l'incubation avec la 
staurosporine est donc attendue et en accord avec la littérature (Murphy et al., 2000). Par 
contre, nous nous attendions à observer une diminution corrélée de l 'abondance de la protéine 
dans les fractions cytosoliques, ce qui n'est pas le cas. 
L'analyse des micrographies présentées à la figure 3 .14 montre que l'abondance de la 
protéine Bax est comparable dans les deux lignées cellulaires, ce qui est en accord avec le 
Western blot, mais la localisation de la protéine est principalement nucléaire, ce qui est en 
-contradiction avec la localisation principalement mitochondriale observée par Western blot. 
Rappelons que la quantité de protéines chargées étant différente pour ces fractions, il nous est 
impossible de comparer l'abondance de Bax dans les fractions nucléaires et mitochondriales. 
De plus , la détection de Bax dans le noyau pourrait être due à une spécificité imparfaite de 
l'anticorps utilisé (nous avons remarqué l 'apparition de bandes parasites sur le Western blot). 
Notons cependant que la localisation nucléaire de Bax a déjà été signalée dans la littérature. 
En effet, plusieurs équipes l'ont déjà observée, notamment dans des cellules cancéreuses de 
poumons (Salah-eldin et al., 2000). Ces auteurs rapportent aussi que la translocation de Bax 
dans le noyau confère une certaine résistance à l 'apoptose aux cellules cancéreuses puisque à 
cet endroit, il ne possède plus de propriétés pro-apoptotiques. Enfin, la protéine Bax est 
également observée dans les noyaux pendant la division cellulaire et plus précisément durant 
!'interphase (Hoetelmans et al. , 2000). Elle pourrait y jouer un rôle dans le cycle cellulaire en 
permettant la transition de la phase G 1 vers la phase S. Les mécanismes par lesquels la 
protéine Bax transloque dans le noyau ne sont pas élucidés, cette protéine ne possédant pas de 
NLS (Nuclear Localisation Sequence) dans sa séquence primaire. 
Notons que, bien que nous observons une augmentation de l'abondance de Bax dans 
les fractions mitochondriales des cellules traitées à la staurosporine, la perméabilisation de la 
membrane mitochondriale externe est fonction d ' un équilibre entre facteurs pro- et anti-
apoptotiques (Zimmermann et al., 2001). Rappelons, par exemple, que la protéine Bax est 
inhibée par Bcl-2, et n ' induit la libération du cytochrome c que lorsqu'elle est plus abondante 
que cette dernière au niveau de la MME. 
3.10.3. Abondance et localisation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans les 
cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à la staurosporine. 
La protéine Bcl-2 est détectée principalement dans les fractions mitochondriales et 
nucléaires , et très faiblement dans les fractions cytosoliques (figure 3.15). L'abondance de la 
protéine dans les fractions mitochondriales et nucléaires est comparable dans les deux lignées 
cellulaires. L'incubation des cellules cybrides sauvages et mutées avec la staurosporine 
engendre une légère augmentation de l'abondance de cette protéine dans les fractions 
mitochondriales, ce qui semble être le seul effet provoqué par la molécule. 
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Figure 3.15.: Analyse de l'abondance de la protéine Bcl-2 par Western blot dans différentes 
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles à partir de cellules 
cybrides sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine (500 nM) pendant 4 heures. 
Les cellules ont été incubées(+ STS) ou non avec de la staurosporine à 500 nM pendant 4 heures 
avant la préparation des fractions nucléaires, mitochondriales et cytosoliques. Les puits sont 
chargés avec 30 µg de protéines pour les fractions mitochondriales et cytosoliques, et avec 15 µg 
de protéines pow- les fractions nucléaires. La charge et la contamination éventuelle des différentes 
fractions ont été contrôlées par l ' immunodétection de Tom 20. 
Figure 3.16.: Marquage en immunotluorescence et observation en microscopie confocale de la 
protéine Bcl-2 dans des cellules cybrides sauvages (A, B) et mutées (C et D). Les cellules, sous-
culti vées sur des lames porte-obj ets, sont fi xées à la paraformaldéhyde puis pennéabilisées au Triton 
X- 100 avant le marquage avec un anticorps anti-Bcl-2 (A et C) et avec du TOPRO-3 (B et D). 
La protéine Bcl-2 exerce sa fonction anti-apoptotique en membrane mitochondriale 
externe où elle empêche la libération des facteurs pro-apoptotiques présents dans l'espace 
intermembranaire mitochondrial (Adams et al., 1998; Gross et al., 1999). Pour ce faire, elle 
interagit avec les protéines pro-apoptotiques de la même famille telles que Bax et inhibe leur 
action. Il est donc logique de retrouver cette protéine principalement dans les fractions 
mitochondriales. Si l'incubation des cellules cybrides et sauvages avec la staurosporine 
engendre une légère augmentation de l'abondance de Bcl-2 dans ces fractions, cela 
n'empêche pas le déclenchement du processus apoptotique. En effet, la perméabilisation de la 
membrane mitochondriale externe dépend de l'équilibre entre facteurs pro- et anti-
apoptotiques (Zimmermann et al., 2001). Ainsi, la protéine Bcl-2 empêche l'action de la 
protéine Bax . Or, nous avons vu que l'abondance de la protéine Bax dans les fractions 
mitochondriales augmentait également suite à l'incubation des cellules avec la staurosporine 
(figure 3 .13). De plus rappelons que la staurosporine est également capable de favoriser la 
translocation de Bad dans la MME (non étudiée dans le cadre de ce travail), qui inhibe alors 
l'action anti-apoptotique de Bel-XL, un second couple de protéines dont les abondances 
relatives vont moduler la réponse apoptotique induite par la staurosporine (Liu, 2004). 
La présence de Bcl-2 dans le noyau a déjà fait l'objet de plusieurs publications. Ainsi, 
si Bcl-2 est principalement retrouvée au niveau de là mitochondrie, Bcl-2 est également 
présent dans les noyaux de cellules ML-1 dérivées d'une leucémie myéloblastique (Yang et 
al., 1995). La localisation de Bcl-2 dans les noyaux est principalement décrite au niveau des 
membranes nucléaires. Cette protéine possède d'ailleurs un domaine d'insertion en 
membrane, et a été montréé comme étant associée à la MME et à la membrane du réticulum 
endoplasmique (Akao et al., 1994). Des études ont également montré que la protéine Bcl-2 
était très abondante dans les neurones de rats adultes et que sa localisation était alors 
principalement nucléaire. La localisation nucléaire, tout comme pour Bax, n'est plus 
compatible avec son rôle exercé dans l'apoptose. Une hypothèse propose même que la 
translocation nucléaire de Bcl-2 ait un effet pro-apoptotique en inversant la balance Bcl-2/Bax 
au niveau mitochondrial (Kaufmann et al., 2003). Enfin, Bcl-2 nucléaire semble également 
avoir des effets inhibiteurs sur certains facteurs de transcription et ce, uniquement lorsque la 
protéine est associée aux membranes nucléaires. Ainsi, Bcl-2 inhiberait la translocation de 
NF-kappaB dans le noyau et diminuerait son activité transcriptionelle. Une action inhibitrice 
de Bcl-2 sur l'activité de facteurs tels que AP-1 (activator protein-1), CREB (cAMP-
responsive element binding protein) ou encore NFAT (nuclear factor of activated T-cells) a 
également été rapportée (Massaad et al., 2004). 
Le marquage en immunofluorescence de la protéine Bcl-2 est comparable dans les 
deux lignées cellulaires : la protéine est localisée dans le cytoplasme et est plus abondante 
dans les noyaux (figure 3 .16). La qualité des micrographies ne permet pas cependant 
d'affirmer avec certitude que Bcl-2 possède une localisation mitochondriale, et pour s'en 
assurer, il serait intéressant de réaliser, par exemple, un double marquage en cherchant à 
localiser une protéine mitochondriale telle que les sous-unités de la cytochrome oxydase. Il 
n'y a donc pas de différence d'abondance de la protéine Bcl-2 entre les cellules cybrides 
sauvages et mutées et les micrographies obtenues par le marquage en immunofluorescence 
confirment les résultats obtenus par la technique du Western blot. 
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Figure 3.17.: Analyse de l'abondance de la protéine Bel-XL par Western blot dans différentes 
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles à partir de cellules cybrides 
sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine (500 nM) pendant 4 heures. Les cellules ont 
été incubées ( + STS) ou non avec de la staw-osporine à 500 nM pendant 4 heures avant la préparation des 
fractions nucléaires, mitochondriales et cytosoliques. Les puits sont chargés avec 30 µg de protéines pour 
les fractions mitochond.Iiales et cytosoliques, et avec 15 µg de protéines pour les fractions nucléaires. La 
charge et la contamination éventuelle des différentes fractions ont été contrôlées par l'immunodétection 
de l'a-tubuline. 
Figure 3.18.: Marquage en immunofluorescence et observation en microscopie confocale de la protéine 
Bel-XL dans des cellules cybrides sauvages (A et B) et mutées (C et D). Les cellules, sous-cultivées sur 
des lames porte-objets, sont fixées à la parafonnaldéhyde puis pennéabilisées au Triton X-100 avant le 
marquage avec un anticorps anti-Bcl-XL (A et C) et avec du TOPRO-3 (B et D). 
3.10.4. Abondance et localisation de la protéine anti-apoptotique Bel-XL dans les 
cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à la staurosporine. 
Le Western blot de la figure 3.17 montre que la protéine anti-apoptotique Bel-XL n'est 
détectée que dans les fractions cytosoliques des cellules cybrides sauvages et mutées où son 
abondance paraît semblable dans les deux lignées cellulaires. Le traitement des cellules à la 
staurosporine ne semble pas entraîner de modifications d' abondance de Bel-XL. 
Les micrographies présentées à la figure 3.18 montrent les observations d ' un 
marquage en immunofluorescence de la protéine Bel-XL dans les cellules cybrides sauvages 
et mutées. La protéine n'est pas présente dans les noyaux mais bien dans le cytoplasme, et 
l ' aspect ponctué que présente le marquage à ce niveau fait penser à une localisation 
mitochondriale de la protéine même si cela reste à confirmer. En effet, rappelons que nos 
fractions cytosoliques contiennent des structures provenant d'autres organites et que de plus , 
une localisation de Bel-XL au niveau du réticulum endoplasmique a déjà été décrite (Tagami 
et al. , 2000). 
Dans la littérature, la protéine Bel-XL est connue pour être une protéine anti-
apoptotique qui comme Bel-2 empêche la perméabilisation de la MME en inhibant les 
protéines telles que Bax, Bak et Bad (Adams , 2003; Adams et al. , 1998; Gross et al., 1999). 
Cette protéine est également capable de lier la protéine Apaf-1 , ce qui empêche cette dernière 
de participer à la formation de l'apoptosome et d ' activer la procaspase-9 (Adams et al., 1998; 
Gross et al. , 1999). En condition basale, une certaine proportion de la protéine Bel-XL est 
cytosolique, et suite à un stimulus apoptotique , elle transloque vers la mitochondrie, ou elle 
agit en inhibant les protéines pro-apoptotiques (Adams, 2003) . 
La localisation cytosolique de la protéine Bel-XL est donc plausible tout comme l 'est 
sa localisation mitochondriale éventuelle observée pour les marquages en 
immunofluorescence. Il est cependant étrange d'obtenir des résultats différents par les deux 
techniques, et l'analyse de la localisation de la protéine Bel-XL demande confirmation.En ce 
qui concerne le Western blot, il est possible que la fraction de Bel-XL mitochondriale ne soit 
pas détectée pour cause d'une abondance insuffisante, et que le traitement à la staurosporine 
engendre une translocation de la protéine, mais qu 'une incubation de 4 heures ne soit pas 
suffisante à observer le phénomène. 
3.10.5. Abondance et localisation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 dans les 
cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à la staurosporine. 
La protéine Mel-1 est détectée dans les trois fractions analysées par Western blot 
(figure 3 .19), et ce dans les deux lignées cellulaires. Son abondance est la plus importante 
dans les mitochondries et est très faible dans les fractions cytosoliques. Dans les fractions 
mitochondriales , Mcl-1 semble légèrement plus abondante dans les cellules cybrides mutées 
que dans les cellules cybrides sauvages. Le traitement à la staurosporine entraine une 
diminution de l'abondance de la protéine dans l'ensemble des fractions, et cette diminution 
est plus importante dans les fractions mitochondriales des cellules cybrides mutées que dans 
les fractions mitochondriales des cellules cybrides sauvages. La molécule a donc un effet 
différent sur les deux lignées cellulaires. 
Une deuxième exposition plus longue de la membrane montre que suite au traitement 
à la staurosporine , une double bande apparaît dans les fractions cytosoliques et 
mitochondriales (excepté à la piste 12) ce qui suggère un état phosphorylé de la protéine. 
53 
Fractions: Cytosoliques Mitochondriales Nucléaires 
en en en en 1- en 1- 1- en en 1- en 1- en 1-
+ en + en + en 
Cil Cil + Cil Cil + Cil Cil + Cl Cl Cil Cil Cl Cl Cil Cil Cl Cl Cil Cil (tJ (tJ 
•Cl) •Cl) (tJ (tJ •Cl) 
•Cil (tJ 
~ •Cl) •Cl) > > > > - - > - -- - ::, ::, ::, ::, ::, ::, ::, ::, E ::, ::, ::, ::, (tJ (tJ E E (tJ (tJ E (tJ (tJ E E Il) Il) Il) Il) Il) Il) 
Cil Cil Cil Cil Cil Cil Cil 
Cil Cil Cil Cil Cil 
"C "C "C "C "C "C "C 
"C "C "C "C "C ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: ·;: .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c .c >- >- >- >- >- >- >- >- >- >- >- >-u u u u u u u u u u u u 
Mcl-1 
Tom20 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Mcl-1 - 1 
Figure 3.19.: Analyse de l'abondance de la protéine Mcl-1 par Western blot dans différentes fractions 
subcellulaires préparées par centrifugations différentielles à partir de cellules cybrides sauvages et 
mutées traitées ou non à la staurosporine (500 nM) pendant 4 heures. Les cellules ont été incubées(+ STS) 
ou non avec de la staurosporine à 500 nM durant 4 heures avant la préparation des fractions nucléaires, 
mitochondriales et cytosoliques. Les puits sont chargés avec 30 µg de protéines pour les fractions 
mitochondriales et cytosoliques, et avec 15 µg de protéines pour les fractions nucléaires. Deux expositions du 
film sont présentées. Un contrôle de charge pour les fractions mitochondriales est réalisé par l' 
immunodétection de Tom 20. 
Figure 3.20.: Marquage en immunofluorescence et observation en microscopie confocale de la protéine 
Mcl-1 dans des cellules cybrides sauvages (A, et B) et mutées (C et D). Les cellules, sous-cultivées sur des 
lames po1te-objets, sont fixées à la paraformaldéhyde puis perméabilisées au Triton X-100 avant le marquage 
avec un anticorps anti-Mcl-1 (A et C) et avec du TOPRO-3 (B et D). 
Le marquage en immunofluorescence de la protéine Mcl-1 (figure 3.20) réalisé sur les 
cellules cybrides sauvages et mutées montre que la protéine est principalement localisée dans 
le cytosol, même si elle est également présente en moindre quantité dans les noyaux. L'aspect 
ponctué du marquage dans le cytoplasme fait penser à une localisation mitochondriale de la 
protéine. L 'abondance de Mcl-1 est plus importante dans les cellules cybrides mutées, et les 
résultats obtenus par le marquage en immunofluorescence sont donc en accord avec ceux 
obtenus par Western blot. 
La protéine Mcl-1 est une protéine de la famille Bcl-2 qui agit essentiellement au 
niveau de la MME, en inhibant les actions de protéines pro-apoptotiques comme Bax, Bim 
(Michels et al., 2005) qui agissent en perméabilisant cette membrane. Mcl-1 diffère des autres 
protéines anti-apoptotiques de la famille (Bcl-2, Bel-XL,· .. ) par le fait qu'elle est soumise à un 
turn-over rapide (Gojo et al., 2002). L'abondance de Mcl-1, résultant d'un équilibre entre son 
expression dépendante de la voie de la PI3K/ Akt et sa dégradation par le protéasome, 
permettrait la régulation de l ' initiation de l'apoptose (Araki et al., 2002; Huang et al., 2000). 
De plus , suite à un stimulus pro-apoptotique, la protéine est clivée de manière caspase-
dépendante . Cette étape est cruciale pour le déclenchement de l'apoptose, puisque le produit 
de clivage de Mcl-1 se révèle être un puissant acteur pro-apoptique (Michels, Oncogene 2004, 
23, p4818) (Michels et al., 2005). 
Ainsi, les résultats obtenus par la technique du Western blot sont compréhensibles. La 
protéine est principalement localisée dans la mitochondrie où elle contribue à protéger la 
cellule de l'apoptose. Le traitement des cellules avec la staurosporine engendre une 
diminution d'abondance de la protéine ( en inhibant sa synthèse et/ou en stimulant sa 
dégradation par les caspases), ce qui contribue probablement à l'initiation du processus 
apoptotique. Enfin, la double bande que nous soupçonnons être le reflet d ' une 
phosphorylation mise en relation avec les données de la littérature. Il a été montré en effet que 
la phosphorylation de Mcl-1 empêchait cette protéine d'exercer son action anti-apoptotique 
(lnoshita et al., 2002). Les mécanismes par lesquels la phosphorylation inhibe les fonctions de 
Mcl-1 ne sont pas clairs, mais ne font pas intervenir la dégradation de Mcl-1, et n 'empêchent 
pas sa liaison avec la protéine pro-apoptotique Bax. 
3.10.6. L'abondance des facteurs pro- et anti-apototiques dans les cybrides 
sauvages et mutées traitées ou non à la staurosporine, essai de synthèse. 
Nous avons analysé l'abondance et la localisation de protéines pro- et anti-
apoptotiques dans les cellules cybrides mutées en vue de chercher un élément de réponse à la 
sensibilité accrue des cellules cybrides mutées face à l'apoptose. Parmi les différents acteurs 
analysés comme le cytochrome c, Bcl-X1 , Bcl-2, Mcl-1 et Bax, seuls des changements 
différentiels dans l'abondance de la protéine Mcl- 1 entre les deux lignées en réponse à la 
staurosporine ont été observés (figure 3 .19) . Un des éléments déclencheurs de l'apoptose 
induite par la staurosporine pourrait être la disparition de la protéine Mcl-1, phénomène plus 
important dans les cellules cybrides mutées. Cette protéine, qui jouerait un rôle précoce dans 
l 'initiation de la réponse apoptotique, est constamment synthétisée et dégradée, et il semble 
que sa dégradation ·par le protéasome soit dans certaines cellules un élément requis au 
déclenchement de l'apoptose. De plus, la phosphorylation à laquelle Mcl-1 semble être 
soumise provoquerait une inhibition de ses fonctions anti-apoptotiques. 
Enfin, même si cet effet est comparable dans les deux lignées cellulaires, la 
staurosporine engendre une augmentation de l'abondance de la protéine Bax. Dans 
l'ensemble, cette molécule provoque donc un déséquilibre entre protéines pro- et anti-
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apoptotiques, en faveur des protéines pro-apoptotiques, ce qui permet le déclenchement de 
l'apoptose, et ce d'autant plus efficacement dans les cellules cybrides mutées. 
Un point qui reste nébuleux est la libération du cytochome c qui n'est visible dans 
aucune des deux lignées cellulaires, même si cela ne signifie pas qu'elle n'a pas lieu. Le 
processus apoptotique est un processus cinétique, et 4 heures d 'incubation ne sont peut-être 
pas suffisantes pour détecter la libération du cytochrome c, ce que nous pourrions tenter de 
vérifier avec des incubations plus longues des cellules en présence de la molécule. 
Malgré tout, la protéine Mcl-1 est un bon candidat pouvant intervenir dans la 
sensibilité différentielle que présentent les cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à 
la staurosporine, et des études sur la régulation de la synthèse et de la dégradation de cette 
protéine pourraient aider à interpréter cette différence de sensibilité. 
Ces études non exhaustives ne portent que sur quelques candidats majeurs 
potentiellement impliqués dans la mortalité cellulaire induite par la staurosporine et 
susceptibles de donner des pistes permettant d'expliquer la réponse différente observée pour 
des cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial lors d'une incubation avec un 
inducteur de l'apoptose comme la staurosporine. Les cellules cybrides MERRF, portant la 
mutation (A8344G) à l'état hétéroplasmique dans le génome mitochondrial, sont, comme 
nous l'avons montré, plus sensibles à l'apoptose induite par la staurosporine que les cellules 
cybrides sauvages et cette sensibilité accrue est corrélée à une plus faible activation de la 
caspase-3 résultant peut-être d'une modification des abondances relatives des protéines Mcl-1 
et Bax dans les mitochondries de ces cellules. Cependant, les mécanismes impliqués dans la 
réponse cellulaire à la staurosporine sont encore largement inconnus et probablement 
multiples. Afin de mieux les étudier, nous allons, dans une analyse préliminaire, élargir le 
champs d'investigation en nous intéressant, au niveau transcriptomique, aux modifications 
éventuelles d'expression de gènes codant pour des acteurs de l'apoptose dans les deux lignées 
cellulaires en réponse à la staurosporine. 
3.11. Analyse de l'expression différentielle de gènes dans des cellules cybrides 
sauvages et mutées en réponse à la staurosporine 
Dans cette étude, nous avons utilisé la« DualChip™ Human Apoptosis », un microarray 
permettant la quantification de l'expression, au niveau transcriptomique, de 13 5 gènes codant 
pour des marqueurs, des effecteurs, ou encore des modulateurs de la réponse apoptotique, des 
protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, des protéines de réponse aux 
stresses . .. (voir« design» du damier et liste de gènes analysables en Annexes IV et V). 
Avant d'exposer et d 'analyser les résultats obtenus, précisons que les hybridations n'ont 
été réalisées qu'une seule fois et que la validité et la reproductibilité des résultats ne sont pas 
établies à ce stade du travail. Des expériences visant à confirmer ces données indicatives 
préliminaires devront donc être réalisées ultérieurement en triplicats d 'extraction, afin de 
confirmer ou d'infirmer les résultats présentés ci-dessous. 
L'analyse de l'expression génique des cellules cybrides sauvages et mutées 
préalablement incubées pendant 6 h en présence de 100 nM de staurosporine a été réalisée à 
l'aide du microdamier « DualChip™ Human Apoptosis ». Après extraction de l'ARN total, 
les ARN messagers correspondant à 20 µg d' ARN total sont rétrotranscrits en ADNc en 
présence de nucléotides biotinylés puis hybridés sur le microdamier. Enfin, la révélation est 
effectuée avec un anticorps anti-biotine conjugué à la cyanine 3. Des programmes 










C "0 3 ra ·-...... .... .c 
Ill> 
a, u 2 
"0 ......... 
a, U) 
.=: .... 1 -:â U) 
Qj+ ....... 0 
a, ::: 
U Ill 
C a, -1 ra -c 
"0 ·-C ._ 
0 .c 
.c > -2 
<~ 
... . ... 
... 
- 3 .. 10 < .. 0 ., z .. < .. 0 "' .... .... .. "' .. ., 10 "' .. .... ~ 10 .. "' z 0 u ., .. < "' :::, .. .. _, 0 ., u _, "' z U) u.. u.. u 0 Q. "' "' .. u z 0 .. "' .. .... '"' u.. z .. ~ Q. e; .. _, < < .... U) "' _, 0 "' .... < .. ► u u 0 0 Q. U) "' < ... "' u ... .., "' "' .; Q. u.. "' Q. "' !:? :t u 0 Q. < "' 0 ... .. u.. ... Q. < < :t u.. u z < :t .., z ... :t ... 
s 
'- '-
c.. '- c.. c.. ... '- '- ... '- '-... 
-3 ... ... ;;!; ; .., C "' "' .., < :f .., a: N a: .., .., ... < :::; ... m E ... :::: C u a.. < "" ~ ~ N .... U) u C a.. .... a.. N "" N U) z C ... ~ "' N Il) ~ a.. "' C a.. U) N "' z ::c < z < .... u u C C a.. 0 ... u < w a: "" "' "" Il) "' ~ u C a.. ~ < ... ... z z u C < C "' < ::c ... u C u z 
"' < 
... 
Figure 3.21: Effet de la staurosporine sur l'expression de gènes impliqués dans l'apoptose, dans la 
signalisation cellulaire et / ou dans la régulation du cycle cellulaire dans des cellules cybrides 
sauvages (A) ou mutées (B). Les cellules ont été incubées ou non en présence de staurosporine àlOO nM 
pendant 6h, puis l' ARN total a été extrait et l' ARNm contenu dans 20 µg ont été rétrotranscrits en ADNc 
en présence de nucléotides biotinylés. Ces ADNc ont ensuite été hybridés sur le damier «DualChip™ 
human apoptosis ». La révélation est faite grâce à un anticorps anti-biotine couplé à la cyanine 3. Une 
valeur de ratio quantitative et significative signifie que l'intensité des spots a pu être détectée après 
hybridation et quantifiée pour la même sonde de capture dans les deux conditions, test et référence, et que 
le ratio sort de l'intervalle de confiance déterminé sur base des ratios obtenus pour les gènes de 
maintenance(« house keeping genes »). 
Pour rappel, l'expression génique dans la condition test (cellules cybrides sauvages ou mutées 
traitées avec la staurosporine) est normalisée par rapport à une série de contrôles présentés 
dans la partie « matériel et méthodes » et par rapport à l'expression génique de la condition 
référence ( cellules cybrides sauvages ou mutées non traitées) . Les résultats présentés à la 
figure 3 .21 ne reprennent que les valeurs normalisées quantitatives et significatives issues du 
tableau présenté en annexe VI. 
A la figure 3.21.A, nous pouvons voir que 28 gènes sont différentiellement exprimés 
dans les cellules sauvages en réponse au traitement à la staurosporine. Parmi ceux-ci, 9 sont 
sous-exprimés et 19 sont surexprimés en réponse au traitement. Dans les cellules cybrides 
mutées, nous obtenons 25 gènes différentiellement exprimés en réponse à la staurosporine 
parmi lesquels 22 sont sous-exprimés et seulement 3 sont sur-exprimés (figure 3.21.B). 
Signalons encore que l'analyse quantitative du niveau d'expression de ces gènes 
montrent des valeurs relativement faibles ( -2<X <2) et que les modifications d'expression de 
certains candidats devraient être confirmées en real-time PCR mais surtout au niveau 
protéique. Cependant, rappelons que l'induction de l ' apoptose par des molécules pro-
apoptotiques est un processus non synchrone qui s'étale de 4 à 48 h et qui est incomplet (20 à 
70 % des cellules touchées), ce qui conduit à une certaine hétérogénéité dans les préparations 
d' ARNm (Voehringer et al., 2000). 
Il n'entre pas dans le cadre de ce travail de présenter la biologie de tous les gènes 
identifiés à l'aide du damier comme étant différentiellement exprimés dans ces cellules en 
réponse à la staurosporine. Notons simplement que de nombreux gènes codent pour des 
régulateurs et/ou des effecteurs participant au contrôle du cycle cellulaire et à la réparation 
des dommages à l' ADN. Par souci de clarté et de cohérence, ces gènes sont repris à la table 
3 .1 en référant à une fonction principale identifiée et nous renvoyons à la figure 3 .22 pour 
localiser les effets du produit de certains gènes dans le contrôle du cycle cellulaire. Dans les 
lignes qui suivent, nous allons mettre en exergue quelques modifications d ' expression 
génique que nous pouvons mettre en relation avec nos résultats précédents ou avec le modèle 
cellulaire utilisé. Finalement, nous détaillerons plus particulièrement les gènes BIRC2 et 
BIRC3 qui codent respectivement pour les protéines inhibitrices de caspases cIAP-1 et cIAP-
2, qui pourraient se révéler être des candidats intéressants pour comprendre la plus grande 
résistance des cellules cybrides sauvages en réponse à la staurosporine. 
Parmi les 7 gènes dont l'expression est modifiée en réponse à la staurosporine à la fois 
dans les cellules cybrides sauvages et les cellules cybrides mutées (figure 3 .21 , colonnes 
blanches) , remarquons la sous-expression de GADD45 (Growth Arrest DNA-Damage 
inducible, alpha) codant pour une protéine participant à la réparation des dommages à l' ADN. 
GADD45 est connu pour être surexprimé dans des cellules A 431 en réponse à l'EGF 
(Epidermal-Growth Factor) tant au niveau nucléotidique qu'au niveau protéique par un 
mécanisme qui implique l'activation de la PKCdelta (Leung et al., 2001). Un des mécanismes 
d 'action de la staurosporine passant par l'inhibition non sélective des PKCs permet donc de 
comprendre la sous-expression de ce gène. 
Parmi les gènes dont l ' expression est modifiée spécifiquement dans les cellules 
cybrides sauvages en réponse à la staurosporine, citons TP 5 3, codant pour le facteur de 
transcription p53. Celui-ci contrôle l ' entrée en mitose quand les cellules entrent en phase G2 
avec des dommages dans l'ADN ou lors de l'arrêt dans la phase S induit par une déplétion des 
substrats nécessaires à la synthèse d'ADN. Mécanistiquement, p53 bloque les cellules au 
checkpoint G2 par une inhibition de cdk2, une kinase dépendante des cyclines. Comme 
mentionné dans l'introduction (voir point 1.5.6), si les dégâts occasionnés à l'ADN sont trop 
importants, p53 déclenche la mort cellulaire par apoptose . Rappelons cependant que la 
régulation de l'activité de ce facteur de transcription est beaucoup plus complexe que la 
régulation sur le transcrit. 
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MAP3K14 et Mitogen activated protein kinase Ser/Thr kinase de réponse aux 
kinase kinase 14 stresses 
MYCN c-myc (v-myc myelocytomatosis Facteur de transcription impliqué 
viral related oncogene) dans la croissance, la di vision et le 
métabolisme cellulaire 
NOS2A Nitric oxide synthase 2 NO synthase inductible 
PDElB Phosphodiestérase lB Diestérase dont l'activité est 
dépendante de la calmoduline et qui 
régule le taux de cGMP 
PLDl Phospholipase D 1 Phospholipase D spécifique de la 
phosphatidylcholine 
POR Cytochrome p450 oxidoreductase Oxydoreductase appartenant au 
complexe du cytochrome P450 
RARB retinoic acid receptor beta Facteur de transcription ( dimérise 
avec d'autres récepteurs nucléaires) 
RBL2 RB2: retinoblastoma-like 2 p130 Régulateur transcriptionnel de la 
famille de pRb 
RBPl retinoblastoma binding protein 1 Suppresseur de tumeur - régulateur 
(pRb) transcriptionnel 
TANK Traf family member-associated Molécule adaptatrice de la voie 
NFkappaB d'activation du facteur de 
transcription NP-kappa B 
TFDP2 transcription factor Dp-2 Partenaire de dimérisation des 
protéines E2F, activateur de 
transcription 
TNFRSFlB TNFRII : TNFa-receptor II ou p75 Récepteur au TNFalpha 
TNFRSF6 Tumor Necrosis Factor Receptor Récepteur de mort cellulaire 
Superfamily (FAS) 
TNFSFl0 TRAII.,: TNF-related apoptosis- Ligand du récepteur au TNF 
inducing ligand 
TP53 p53 Facteur de transcription contrôlant 
l'entrée en mitose (suppresseur de 
tumeur) 
TP73 P73 Homologue structurel et fonctionnel 
du suppresseur de tumeur p53 
TRADD TNFRSFlA-associated via death Molécule adaptatrice recrutée par le 
domain TNFRI récepteur au TNF activé. 
TRAF3 TNF Receptor Associated Factor 3 Protéine adaptatrice associée au 
récepteur au TNF activé 
TRAFS TNF Receptor Associated Factor 5 Protéine adaptatrice associée au 
récepteur au TNF activé 
Table 3.1. : Liste des gènes présentés à la figure 3.21. dont l'expression varie significativement dans les 
cellules cybrides sauvages et/ou mutées traitées à la staurosporine. La fonction principale de chaque 
gène est citée dans la colonne de droite 
Annotation Gène Fonction principale 
ABLl v-abl Abelson murine leukemia viral Kinase intervenant dans le cycle 
oncogene homolog 1 cellulaire 
ADAM17 a disintegrin and a metalloprotease Metalloendopeptidase impliquée 
17 dans la mobilité cellulaire 
Bad Bcl-2 antagonist of cell death Protéine pro-apoptotique de la 
famille Bcl2 
BAKI Bcl-2 antagonist / killer 1 Protéine pro-apoptotique de la 
famille Bcl2 
BIRC2 BIR domain containing protein 2 c-IAP-1, Inhibiteur de caspases 
BIRC3 BIR domain containing protein 3 c-IAP-2, Inhibiteur de caspases 
CCNDl CyclinDl Cycline Dl (régulateur des cyclin-
dependant kinases CDK4 et CDK6) 
CDC2 Cell division cycle 2 Cyclin dependent protein kinase 
(transition G 1 à S et G2 à M) 
CDC6 Cell division cycle 6 Cyclin dependent protein kinase 
(initiation de la réplication de 
l'ADN) 
CDKNlA cyclin-dependent kinase inhibitor p21 Waf-1/Clipl : inhibiteur de cyclin-
lA dependent kinases (G 1) 
CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor inhibitor of CDK4 cell cycle 
2A 
CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor p15 : inhibiteur de CDK4 
2B 
c-Jun v-jun sarcoma virus oncogene partenaire de Fos dans le facteur de 
homolog transcription AP-1 
CLKl CDC-like kinase 1 Ser/Thr kinase intervenant dans le 
cycle cellulaire 
E2F3 E2F transcription factor 3 Facteur de transcription régulant 
l'entrée en phase S du cycle 
cellulaire. Régulé par pRb 
E2F5 E2F transcription factor 5 Facteur de transcription régulant 
l'entrée en phase S du cycle 
cellulaire. Régulé par RB2 (p130) 
GADD45A Growth Arrest DNA Damage, alpha Réparation des dommages à l' ADN 
GASl Growth arrest-specific 1 Réparation des dommages à l'ADN 
Arrêt du cycle cellulaire en G 1 
GSR Glutathione Reductase Enzyme antioxydante permettant de 
réduire le glutathion oxydé 
GSTTl Glutathione S-transferase theta 1 Enzyme impliquée dans les 
processus de détoxification 
IGFlR Insulin-like growth factor 1 receptor Récepteur pour le facteur de 
croissance IGF 
IGFBP3 Insulin like growth factor binding Modulateur de l ' activité des facteurs 
protein 3 de croissance IGF 
MAP2K5 Mitogen-activated protein kinase Ser/Thr kinase de la famille des 
kinase 5 MAPK 
MAP2K6 Mitogen activated protein kinase Ser/Thr kinase de réponse aux 
kinase 6 stresses 
Figure 3.22.: Schéma reprenant les différentes phases du cycle cellulaire (Gl/S/G2/M) et les différents effecteurs 
( cyclines/cdk) et régulateurs (E2F, Rb, p2 l .. . ) qui contrôlent le passage dans chacune des phases. Les relations 
d'activation et d'inhibition qui relient ces différents acteurs ainsi que les modifications post-traductionnelles qui 
régissent l'état d'activité et/ou les interactions« protéine-protéine » entre les partenaires sont également 
représentées. 
De même, et de manière très intéressante, BIRC2 et BIRC3 codant respectivement 
pour les protéines c-IAP-1 et c-IAP-2 inhibitrices des caspases-3,-7, (Roy et al., 1997) et-9 
(Deveraux et al., 1998) sont également surexprimés dans les cellules sauvages en réponse à la 
staurosporine (colonnes noires). 
Les protéines inhibitrices d'apoptose IAPs (inhibitory of apoptosis proteins) forment 
une famille de protéines très conservées d'un point de vue évolutif qui bloquent la progression 
de l'apoptose en inhibant les caspases (voir introduction point 1.5.3). Ces protéines, 
surexprimées dans de nombreux cancers humains, contribuent à l'inhibition de l'apoptose 
observée pendant la tumorogenèse, et confèrent aux cellules tumorales une résistance aux 
traitements de chimiothérapie et aux radiations. Chez l'homme, il existe au moins six 
protéines décrites (NIAP, cIAP-1, cIAP-2, XIAP, survivin et BRUCE). L'action des cIAPs est 
médiée par le domaine BIR (baculovirus IAP repeat) caractérisé par au moins un domaine 
d'environ 70 acides aminés contenant du Zn, et qui permet aux IAPs de se lier aux caspases. 
D'autres domaines, appelés domaines RING, ont une fonction d'ubiquitine ligase. Ainsi, un 
IAP lié à une caspase peut être ubiquitinilé, ce qui engendrerait sa dégradation par le 
protéasome, ainsi que celle de la caspase lui étant liée (Zimmermann et al., 2001). Par 
exemple, l'induction de cIAP-2 par des endotoxines comme le LPS permet d'accélérer la 
dégradation de la caspase-3 active par le protéasome lors d'une stimulation pro-apoptotique 
induite par un anticorps anti-CD95 mimant l'action Fas-FasL (Mica et al., 2004). 
Il est intéressant de constater qu'à la figure 3.7, nous observons une diminution de 
l'abondance de la forme non clivée de la caspase-3 dans les cellules sauvages incubées en 
présence de staurosporine qui pourrait s'expliquer par l'action des IAPs. 
Les gènes cIAP-1 et cIAP-2 sont donc des candidats potentiels intéressants qui 
permettraient d'expliquer la plus faible réponse apoptotique (fragmentation de l' ADN et 
activation de la caspase-3) observée dans les cellules sauvages suite à leur action inhibitrice 
sur les caspases (figures 3.4 et 3.9). 
Comme les résultats de l'hybridation sur microarray indiquent une augmentation du 
niveau de transcrits des gènes codant pour cIAP-1 et cIAP-2, nous nous sommes intéressés 
aux données de la littérature relatives au contrôle de l'expression de ce gènes. Plusieurs études 
montrent que l'expression des IAPs serait dépendante de l'activation du facteur de 
transcription NF-kappaB (Notarbartolo et al., 2004) qui confère une résistance des cellules à 
l'apoptose induite par de nombreux stimuli; la surexpression de cIAP-1 et clAP-2 offrirait 
une explication possible, parmi d'autres , de l'effet anti-apoptotique de l'activation de NF-
kappaB (Lin et al., 2001). 
L'implication éventuelle des IAPs reste donc à établir, ce que nous pourrions 
envisager 1) en tentant de confirmer cette expression différentielle au niveau protéique et en 
recherchant la localisation de ces protéines en réponse à la staurosporine, 2) en testant l'effet 
d'une invalidation de leur expression par un approche de type RNAi ou de leur inhibition par 
des molécules de petite taille qui miment l'action de Smac ( second mitochondria-derived 
activator of caspase) ( « Smac mimetic » ), un inhibiteur des IAPs libéré par la mitochondrie 




4. Conclusions et perspectives 
De nombreuses maladies dégénératives sont liées à un dysfonctionnement 
mitochondrial qui peut être dû à des délétions ou des mutations dans le génome 
mitochondrial, ou encore à des mutations dans l' ADN génomique. L'apoptose, aussi appelée 
mort cellulaire programmée est un processus physiologique dans lequel la mitochondrie joue 
un rôle essentiel et qui semble être impliqué dans les pathologies dégénératives. Dans la 
littérature, l'étude de l'apoptose dans des cellules présentant un dysfonctionnement 
mitochondrial a déjà été entreprise sur plusieurs lignées cellulaires, et mène à des conclusions 
qui sont controversées (voir introduction point 1.6.). Ainsi, nous avons vu qu'un 
dysfonctionnement mitochondrial peut, en fonction de la lignée cellulaire, de l'origine du 
dysfonctionnement et de la nature de l'agent inducteur peut sensibiliser ou protéger une 
cellule de l'apoptose induite. 
Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés au syndrome MERRF 
(Myoclonic Epilepsy and Ragged Red Fibers) provoqué par une mutation ponctuelle 
(A8344G) dans le gène codant l' ARNt liant la lysine, et caractérisé par des symptômes tels 
que des ataxies cérébrales, des myopathies, de la démence, ... (Chomyn, 1998; Graeber et al., 
1998). Comme outil d'étude, nous avons utilisé des cellules cybrides obtenues par la fusion de 
cellules 143B rho0 (totalement déplétées en ADNmt) avec des myoblastes énucléés provenant 
de patients affectés par la mutation A8344G à l'état hétéroplasmique dans l 'ADN 
mitochondrial (= cellules cybrides mutées) ou avec des myoblastes énucléés provenant de 
sujets sains, et qui nous ont servi de cellules de référence(= cellules cybrides sauvages). 
Pour induire l'apoptose, nous avons utilisé la staurosporine, qui est une molécule 
inhibitrice de nombreuses kinases. Elle induit l'apoptose par au moins trois mécanismes non 
exclusifs qui sont: 1) une inhibition de plusieurs protéines kinases dont les protéines kinases 
C(PKCs), 2) une augmentation de la concentration en calcium cytosolique entrainant 
probablement une modification de la concentration de l'ion dans la matrice mitochondriale et 
3) une augmentation de la production mitochondriale de ROS. Par ces trois voies, la 
staurosporine permettrait la libération du cytochrome c dans le cytosol, ce qui entraîne la 
formation de l'apoptosome, l'activation des caspases-9 puis -3, et le clivage de nombreux 
substrats cellulaires. 
Dans un premier temps, nous avons montré que les cellules cybrides mutées étaient 
plus sensibles à l'apoptose induite par la staurosporine. Ainsi, cette molécule engendre une 
rétraction des cellules qui est visible en microscopie à contraste de phase et qui est plus 
importante dans les cellules cybrides mutées quelle que soit la concentration et le temps 
d ' incubation des cellules avec la staurosporine. De plus, après une incubation des cellules 
cybrides avec de la staurosporine à 100 et à 500 nM pendant 16 heures, nous avons observé 
une augmentation de la fragmentation intemucléosomale de l' ADN plus importante dans les 
cellules cybrides mutées (voir figure 3.4.). Nous avons également montré que cette 
dégradation dépendait des caspases en utilisant un inhibiteur de ces protéases (zV AD-fmk), 
mais ne dépendait vraisemblablement pas de l'ouverture du PTP (Permeability Transition 
Pore) dans les conditions expérimentales utilisées. En effet, nous n'observons pas d'effet 
inhibiteur de la cyclosporine A ni de l'acide bongkrékique, deux molécules inhibitrices de 
l'ouverture du PTP. Enfin, nous avons étudié l'activation de la caspase-3 par un marquage en 
immunofluorescence, par un dosage de son activité en présence d'un substrat fluorescent 
spécifique de cette caspase, et par la visualisation du clivage de la protéine PARP-1 (substrat 
endogène de l'enzyme) par Western blot, en réponse à une incubation des cellules pendant 4 
heures avec de la staurosporine à 100 et/ou à 500 nM (voir figures 3.8., 3.9. et 3.10). Les trois 
résultats montrent que l'activité de la caspase-3 est plus importante dans les cellules cybrides 
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mutées que dans les sauvages en réponse à la staurosporine, et ce quelle que soit la 
concentration de la staurosporine. 
Ces résultats sont en accord avec une étude portant sur les cellules cybrides sauvages 
et mutées qui montre que l'activité de la caspase-3 est supérieure dans les cellules cybrides 
mutées en réponse aux UV et à la staurosporine (Liu et al., 2004). Ces résultats n'excluent pas 
que d ' autres caspases soient également activées dans ces conditions. Bien que fort probable, 
n'avons pas non plus établi un lien causal entre l'activation de la caspase-3 et son implication 
dans la fragmentation de l 'ADN. Ceci pourrait être facilement réalisé en recherchant l'effet 
d'un inhibiteur spécifique de cette protéase comme le Ac-DEVD-CHO sur un test de 
fragmentation d'ADN. 
Néanmoins, nous avons voulu aller plus loin et chercher des éléments pouvant 
potentiellement expliquer la sensibilité accrue à la staurosporine observée pour les cellules 
portant la mutation A8344G responsable du syndrome MERRF. Dans les cellules présentant 
un dysfonctionnement mitochondrial, la concentration en calcium cytosolique est 
généralement augmentée. La staurosporine modulant la concentration en calcium, nous nous 
sommes interrogés sur le rôle de ce messager secondaire sur l'activation de la caspase-3 par la 
staurosporine. Nous avons donc tenté de moduler l'activation de la caspase-3 en modifiant la 
concentration en calcium cytosolique grâce à un ionophore dans les cellules sauvages et à un 
chélateur de calcium dans les cellules mutées. Les résultats que nous avons obtenus suggèrent 
que le calcium a un effet inhibiteur sur l'activation de la caspase-3 en réponse à la 
staurosporine, ce qui montre que la sensibilité accrue des cellules cybrides mutées à cette 
molécule n'est probablement pas due à une concentration calcique plus élevée dans le cytosol 
de ces cellules. Soulignons encore que l'ionomycine seule n'induit pas d'activation de la 
caspase-3 dans les cellules sauvages. 
Nous avons alors entrepris de caractériser l'abondance et la localisation de protéines 
pro- (Bax et le cytochrome c) et anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-XL et Mcl-1) en Western blot 
réalisés sur des fractions cellulaires enrichies en protéines cytosoliques, mitochondriales ou 
nucléaires préparées à partir de cellules cybrides sauvages et mutées incubées avec de la 
staurosporine à 500 nM pendant 4 heures. La staurosporine provoque deux changements 
majeurs dans l'abondance de ces protéines, qui pourraient aider à comprendre la plus grande 
sensibilité des cellules cybrides mutées à cet inducteur de l'apoptose. Premièrement, la 
protéine anti-apoptotique Mcl-1 est dégradée et semble phosphorylée dans les deux lignées 
cellulaires suite à l'incubation, mais l'abondance de la protéine retrouvée dans les fractions 
mitochondriales de cellules cybrides mutées diminue de manière plus importante. 
Deuxièmement, la molécule engendre, dans les deux lignées cellulaires, une augmentation de 
l'abondance de la protéine Bax dans les fractions mitochondriales. Ainsi, au niveau de cet 
organite clef, la staurosporine induit une débalance entre facteurs pro- et anti-apoptotiques, en 
faveur des protéines pro-apoptotiques, et la débalance est plus importante dans les cellules 
cybrides mutées, ce qui est en accord avec leur sensibilité accrue. Rappelons que la protéine 
Bax agit en perméabilisant la membrane mitochondriale externe, par la formation de pores, ou 
en permettant l'ouverture du PTP par exemple (Adams et al., 1998; Gross et al. , 1999). La 
protéine Mcl-1 agit en empêchant cette perméabilisation de la membrane mitochondriale 
externe, en liant les protéines pro-apoptotiques dont Bax (Michels et al., 2005). Il serait 
intéressant de vérifier que, dans les cellules cybrides sauvages et mutées, les protéines Bax et 
Mcl-1 interagissent, ce qui sera réalisé par des expériences d' immunoprécipitation. Nous 
pourrions ainsi immunoprécipiter Bax et rechercher l'abondance de Mcl-1 co-
immunoprécipité dans les deux lignées et rechercher l'effet de la staurosporine sur cette 
interaction. 
Une hypothèse que nous pouvons émettre est qu'en condition basale, le rapport 
d'abondance entre protéines pro- et anti-apoptotique est tel que la membrane mitochondriale 
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externe est suffisamment imperméable que pour empêcher la libération des facteurs pro-
apoptotiques présent dans l'espace intermembranaire. Le traitement des cellules avec la 
staurosporine induit un déséquilibre du rapport d'abondance de facteurs pro- / anti-
apoptotiques, et ce de manière plus importante dans les cellules cybrides mutées, ce qui est en 
accord avec la sensibilité plus grande que présentent ces cellules à la staurosporine. 
De plus, la dégradation de la protéine Mcl-1 peut avoir deux origines. Cette protéine 
possède dans sa séquence primaire, une séquence PEST, ce qui provoque son ubiquitination et 
sa dégradation par le protéasome, ce qui explique que Mcl-1 ait un « turnover » rapide (temps 
1/2 vie : 3 heures). Cependant, Mcl-1 est également un substrat des caspases actives qui, 
lorsqu'il est clivé par ces protéases acquiert une activité pro-apoptotique (par des mécanismes 
non élucidés). Ainsi, cette protéine a un rôle clef dans l'initiation du processus apoptotique, en 
permettant un phénomène d'amplification (Packham et al., 2005). 
Il est cependant troublant de ne pas observer dans nos résultats de délocalisation du 
cytochrome c en réponse à la staurosporine, ce qui était un résultat attendu. Néanmoins, la 
cinétique du processus apoptotique est telle que la libération du cytochrome c n'est peut-être 
pas visible après 4 heures d'incubation, ce qui serait vérifiable par des incubations plus 
longues avec la molécule. Ajoutons encore que sur des 143B traitées à la staurosporine, Duan 
et collaborateurs (2003) montrent que ce processus peut prendre 8 heures. Cependant, après 4 
heures, nous obtenons déjà une activation de la caspase-3 en réponse à la staurosporine, 
surtout dans les cellules mutées. Nous émettons donc l'hypothèse que la technique du 
Western blot pourrait ne pas être suffisamment sensible que pour pouvoir détecter une faible 
libération du cytochrome c. En effet, sur base de nos résultats, il est impossible de déterminer 
le pourcentage de cellules qui répondent à l'apoptose et d'obtenir des informations sur 
l'importance de l ' activation de la caspase-3 par rapport à une activation maximale. 
L 'utilisation d'un kit permettant le dosage de la libération du cytochrome c de manière plus 
sensible pourrait être une approche intéressante pour analyser le phénomène. Enfin, des 
marquages du cytochrome c en immunofluorecence dans des cellules incubées ou non en 
présence de staurosporine permettraient également de visualiser libération du cytochrome c. 
Nous avons terminé ce travail par l'analyse de modifications de l'expression de gènes 
dans des cellules cybrides sauvages et mutées en réponse à une incubation de 6 heures en 
présence de staurosporine à 100 nM. Pour ce faire, nous avons utilisé un damier, le 
« DualChip Human Apoptosis », porteur de sondes de capture permettant l'analyse de 
l'abondance de transcrits codant pour des marqueurs, des effecteurs , ou encore des 
modulateurs de la réponse apoptotique mais aussi pour des protéines impliquées dans la 
régulation du cycle cellulaire. Parmi toute-une série de modifications d'expression de gènes, 
deux d ' entre eux ont particulièrement retenu notre attention : BIRC2 et BIRC3 codant 
respectivement pour c-IAP-1 et c-IAP-2 sont deux gènes surexprimés dans les cellules 
cybrides sauvages en réponse à la staurosporine, et pas dans les cellules mutées . Les IAPs 
(inhibitors of apoptosis) sont des protéines qui inhibent l'apoptose en se liant aux caspases, 
protéases essentielles au déroulement de ce processus, et en provoquant leur dégradation par 
le protéasome. Ainsi, la surexpression de ces deux gènes dans les cellules cybrides sauvages 
pourrait être un élément supplémentaire intéressant permettant de mieux comprendre la 
résistance que présentent les cellules cybrides sauvages à la staurosporine par rapport aux 
cellules cybrides mutées. Des expériences supplémentaires doivent cependant être envisagées 
pour établir si les c-IAPs interviennent bien dans cette sensibilité différentielle. Nous 
pourrions tout d ' abord rechercher l'abondance des protéines c-IAPs par des Western blot 
effectués sur des extraits obtenus à partir des cellules cybrides sauvages et mutées traitées ou 
non à la staurosporine, afin de confirmer les différences d'expression au niveau protéique. 
Ensuite, l 'utilisation de siRNA (small interferent RNA) empêchant l'expression de ces 
protéines dans les cellules cybrides sauvages devrait, si l'hypothèse émise est correcte, 
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Figure 4.1 : Schéma hypothétique reprenant les acteurs moléculaire identifiés dans ce trava il s usceptibles 
d'expliquer la plus grande sensibili té des cellules cybrides portant la mutation MERRF (A8344G) dans le 
génome mitochondri al à la staurosporine. La sensibilité des cellules mutées caractérisée par une activation de 
la caspase-3 et une fragmentation de 1 'ADN plus élevée pourrait refléter un rapport Mcl- 1/Bax plus fa ible en 
raison d ' une plus forte dégradation de Mcl-1 par la caspase-3 activée permettrait un renforcement de la 
libération de cytochrome c par la mitochondrie . La résistance relative des cellu les sauvages pourrait également 
faire intervenir la surexpression des IAPs par un mécanisme dépendant de NFkB , dont l'activité serait 
augmentée par la présence de PARP-l moins clivé dans ces cellules en réponse à la s taurosporine (voir texte 
pour plus de détails). L'importance supposée de l'abondance des acte urs et de leur(s) effet(s) est 
proportionnelle à l'épaisseur des traits et taille des icônes. ? : Etapes non élucidées et/ou à confirmer. 
augmenter leur sensibilité à la staurosporine, ce qui pourrait être mesuré par un dosage de la 
fragmentation d'ADN ou de l 'activité de la caspase-3 . L'utilisation de petits peptides mimant 
la protéine Smac (qui est une protéine inhibitrice des IAPs) pourrait se révéler être une 
approche intéressante également. 
Pour aller un peu plus loin, nous nous sommes intéressés à ce qui est décrit sur la 
régulation des gènes BIRC2 (c-IAP-1) et BIRC3 (c-IAP-2). Ces gènes, ainsi que le gène Bcl-
XL,sont sous le contrôle du facteur de transcription NF-kappaB qui est connu pour sa capacité 
de protéger les cellules contre la mort par apoptose (Busuttil et al., 2002; Munzert et al., 
2002). De plus, il a été montré que dans la microglie, la liaison du facteur de transcription NF-
kappaB à l 'ADN était facilitée par la protéine PARP-1 , peut-être par des réactions de poly-
ADP ribosylation. Ainsi, nous pouvons proposer un modèle hypothétique de la régulation des 
gènes c-IAP-1 et c-IAP-2 par le facteur de transcription NF-kappaB en association avec la 
protéine P ARP-1, et un facteur comme P300/CBP qui rendrait l' ADN accessible en acétylant 
les protéines comme les histones. Comme nous l 'avons montr~, la protéine PARP-1 est clivée 
suite à un traitement à la staurosporine et ce de manière moins importante dans les cellules 
cybrides sauvages, ce qui pourrait peut-être expliquer la surexpression de BIRC2 et BIRC3 
observée dans ces cellules. Pour confirmer cette hypothèse, nous pourrions envisager l'étude 
de l 'activation du facteur de NF-kappaB dans les cellules cybrides sauvages et mutées suite à 
une incubation avec la staurosporine. Ceci pourrait être réalisable par des tests de liaison à 
l' ADN du facteur NF-kappaB dans des cellules cybrides sauvages et mutées, ou en 
transfectant les deux lignées cellulaires avec un rapporteur pour NF-kappaB. Nous pourrions 
également utiliser un inhibiteur de NF-kappaB comme la molécule Bay, et analyser 
l'abondance des transcrits pour Birc2 et Birc3 par Real Time PCR . 
En conclusion, nous pouvons dire que les cellules cybrides mutées sont plus sensibles 
à l'apoptose induite par la staurosporine que ne le sont les cellules cybrides sauvages. La 
staurosporine agit sur ces cellules en provoquant une dégradation de Mcl-1 (plus importante 
dans les cellules cybrides mutées) et une augmentation d'abondance de la protéine Bax dans 
les mitochondries, ce qui devrait conduire à une augmentation de la perméabilité de la 
membrane mitochondriale externe et donc à une libération du cytochrome c. L'activation des 
caspases suite au traitement pourrait être moins importante ( comme mesurée pour la caspase-
3) dans les cellules cybrides sauvages, en raison d'une libération plus faible du cytochrome c 
et/ou de la surexpression des gènes IAPs, peut-être sous contrôle du facteur de transcription 
NF-kappaB en interaction avec les protéines p300 et PARP-1. Rappelons que la forme active 
(non clivée) de cette dernière est moins abondante dans les cellules mutées suite à sa possible 
dégradation par les caspases (voir figure 4.1.). 
Ce travail permet donc de compléter des études déjà effectuées sur le sujet, qui 
montrent une mortalité et une activation de la caspase-3 plus importantes pour des cellules 
cybrides mutées que pour des cellules sauvages lors d'un traitement à la staurosporine . Nous 
avons ici présenté des mécanismes potentiels qui demandent à être confirmés mais qui sont de 
nouvelles pistes visant à expliquer la différence de sensibilité des cellules présentant un 
dysfonctionnement mitochondrial à un inducteur apoptotique comme la staurosporine. 
Néanmoins, de nombreuses études sur des cellules présentant un dysfonctionnement 
mitochondrial dans la littérature montrent que la sensibilité des cellules à l'apoptose peut 
dépendre des mécanismes inducteurs. Ainsi, les cellules cybrides mutées sont plus sensibles à 
la staurosporine, mais cela ne signifie pas que la mutation MERRF sensibilise les cellules à 
d 'autres types de stress cellulaires. Des études complémentaires comparatives pourraient donc 
être également entreprises pour d'autres stresses. Le résultat de ces études devrait permettre 
de mieux comprendre la mécanistique des cellules présentant un dysfonctionnement 
mitochondrial à l 'apoptose spontannée ou induite et ainsi de parfaire nos connaissances sur les 
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maladies mitochondriales souvent dégénératives dues à de cellules présentant une déficience 
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Cytm8 1 CCNB1 CCNBI NM 031966 P14635 CeUcycle G2mi1olicspeclftccydln 
Cydin01 CCN01 CCNOI NM 053056 ~ Cellcycle Aegulatcwy subunh of COK4 or COK6 
Cydin02 CCN02 CCN02 NM 0017SQ E30lli Cellcycle Regulatoty subunit of COK4 or COK7 
CyclinD3 CCND3 CCND3 NM 001760 ~ Cellcycle Regula!Oi'y subunit of COK4 or COK6 
CydinE1 'L CCNE1 CCNE1 NM 001238 ~ CeHcycle Regulatory subunll ol COK2 
CydinF CCNF CCNF NM 001761 EiliQl Cell cycle Member ol the F-box protelns 
CydinH CCNH CCNH NM 001239 Elli'16 Cellcycle PhOsphostylales and aalvates cycln-dependanl prolein kinases Il the regulalion of œl cycle progression 
Olhydrofolatereductase DHFR OHFR NM Q 1101 P00374 Celcycle OityŒololaleteducla.se 
Transcriptlon fac:lorOp-1 OP1 TFOPI NM 0071 11 QOOill Transcriplion MecialOf of vanscriptlonal ac,ivatlon by TGF--be1a reœplOr;.lvolved ln Ill cel cycle ; Pol li vansa1ptlon 
transcriptlon faelorOp-2 OP2 TFOP2 NM 006286 ~ Transcription Transcriptionlaaor ; Pollltranscriplion 
E2F transc1'1)11on ladof2 E2F2 E2F2 NM 004091 QHW Transcriplion Transcripllonfaaor:blndsRbproleln 
E2f lran5Cl1)11oo faclor3 E2F3 E2F3 NM M l <l.<19 QQQI1li Transc,iption Transcriptionlactor;~Rbp,oteln 
E2F~lado<4 E2F4 E2F4 NM Q01'l'ill 016254 Transcription CHA birdng proteln ,.ed for transct1)b; binlh p107, pl~ prouilns 
Cy-33/J peptldy1proly1 lsomerase E "" cydPPIE AF042385 ~ HouseKeeplng gene Acc:elerate the kllctng of protelns Epklermaf growth Jacio( reœp10t EGFR EGFR N>A 00S7?R EQQlli Cd slgnalng / recep10r Receptor for EGF;klnase lhat anaches phosphate groups IO tyrosine resldues ln prolelns 
Earty growth response1 EGR1 EGR1 NM 0010M fllli§ Transcriplloo Ea,ty growth respoose gene:Tumor suppressor 
Earty gro-N'lh response3 EGRJ EGRJ NM 111144:<II ~ T1anscrlplion Transcripllon faclor,coolalns rlng-flnger DNA-blndlng domaln 
Eukaryotic: nnslaiion lnitlalion faciot 4E ElF◄· E EIF4E NM 001968 Q9NBM Proteln metaboUsm Recognlzes and blnds lhe mRNA cap dt.ring an eatfy step 11 lht Wdalion ol prolell synthesls 
8ectrorHranslerHlavoproleln, beta polypeptide ETFB ETFB NM 001985 P38117 lrnermeda1e melabotism Mi!OChondrial lanl acid catabolsm 
Basigin BSG BSG NM 001728 rnlli Extracelularmalrix Sllmulates malrix melalloprotelnase synlhesls ln fibroblasts; Tumor progression 
Ems1 sequence EMS1 EMSl NM 005231 Q1illI Cell struclure Organisation of cytosketetoo and ceH adheslon slruc:IU1es 
Estrogenreceplor2 ESR2 ESR2 X99101 mmi Cel slgnallng / recepklf Regulatlon of reproducllon; Sterold hormone reup\Of 
von wi!!ebrand Facior WIF WIF NM omss, flM2Z5 C.culatlon Carrier for faclor VIUC Wld malOf medlator of platefel-vesset wal lnlaraction 
Fbotiast growth laclor B FGFB FGFS U36223 ?55075 Growth ladors and ÇY\Oki1es Slmliales g~1h ol lhe cells ln an aulOCflnt manner. medlaM!s hormonal actioo on lhe grow!h of cance, cels 
Fibrobfasl growth facto, 2 FGF2 FGF2 NM 002006 E'09lfil GroWlh fadorS and cylOlooes Mi!Ogenic, anglogeolc, and lllt\l'OVoptic fador 
Fibroblasl groWlh faclor receptor 1 FGFR FGFR1 NM 0Mnll4 e11362 Cel slgnalog / utcep10r Glycos}1a1ed receplor tyrosine lœase tha1 blnds bolh acidie and bask hoblasl growlh laelors 
Frag!le histidine lriad gent FHIT FHIT NM 002012 ffilli DNA repair / synlhesls diadeooslne 5',5"'·Pl ,P3•1riphospha1e hydrotase 
libronealn 1 FN1 FN1 X07761 P02751 ExvaceltJarmatrix Exlracelular maVix: Glycopro1eJ1 
ONA-clamag&-klWC!bie 1ran.scripl3 GA00153 OOITJ S40706 P35638 ONA repai / synlhesis ONA damage response; tr~ OCHepressor 
Gelsoln GSN GSN Xll441? pJ)§396 CelslnJctl.re Calcàlrn--dependent pro1ein; rnc:w1a1es lhe adln 
Gluc:osa-6-phosphaJe dehydrogenase G6PO G6PD NM 000402 e11ill INermedlaie metabolism OxydoreduClase; 0.trydrogenase 
Gt-,,ceraldehyde•3-phosphale dehy(ivgenase GAPO GAPO NM 002046 P04406 HouseKeeplng gene Ca1aJyzes an lmpof1ant eoeri,y-yieldOng step ln calbohydrate metabollsm 
Glulalhlone pero;ddase 1 GPX GPX1 M21304 emro Oxidativemetabollsm selenium conta!nlng anzyme;functlon no1 deftned 
Growth !acta raceJ>'or-bound prolein2 
<O GRB2 GRB2 NM 002086 ~ ~lcycle milogenesis and cy10skelelal reorgnzadon 
Glutaltliooe S-lranslerJse pl .. GSTPI GSTP1 NM 000857 eQ9ill Oxidallvemelabollsm Important role ln de10xlflcallon ;Aeduced gkstathiooe 
Herne oxygenase 1 HMOX HMOX1 NM 002133 EQ2füll Slressresponse Cleaves the heme Mg IO Sonn billverdln and carbon monoxide 
hlstone2b member BIS consensus/ Histone 1, H2bk ' H2B/S HIST1H2BK NM 080593 ~ Chrcmosomal p,ocesslng Nudeosome slruclure Histone3 member F oonsensus/ Histone 1, H31 H3FF HIST1H3l NM 003533 ôfilQ§ Chromosomal processlng Aespoos!ble lor lhe nuclaosome strucl\Jre wi!hln dvomosomal 6ber in eukaryotes 
Hlslone-1 mernber M cor.s.ensus/ Hls!one 1,H41 H4FM HIST1H41 NM 00340S ~.d Chromosomal processlng Nudeosome Sln.CIUre 
Heai shock 27k0a prolein l HSP27 HSPB1 AB020027 P04792 Slress response Orug resisianceMermolOlerance 
Heat shock 40k0 proleinl/ Ona.J(Hsp40)hcmolog HSP40 ONAJB1 [)4g547 ~ Slress response Prevent aggra~liDn ol newty lranslaled prOleins 
Heal Shock 70k0a pr01efl4 HSP70 HSPA4 AB023420 ~ Slress response A TP blnding and heal shock prolein 
Heat shock90kDa proteinl,alpha HSP90-a HSPCA X15183 EruQQ S1ressresponse Molecular chaperon, A TPase actlvtry 
Heat shock90kDa pro1eln 1, beta HSP90-b HSPCB NM 0071SS ~ Stress response Molecularchaperoo, ATPase actlvlly 
lntracel.llaladhesk>nmoleculel ICAM-1 ICAMI J03132 ~ Cel,d- Surface gfycoprolein; tinds the inlegrln lfA-1 (1TG82) and promoles adhesion 
Hexol!Jnase 1 ""' HKl M75126 p19367 HouseKeeplng gene Catalyzes lhe .,si siep ln glocose metaboism{giJC:ose-gucose-&phosphale) 
GeneName Gene Symbol Official Gene Symbc Genbank Swlssprol Gene~I Function Specifie Funcllon 
ns ..... ,...., ... egrow-in ,..,...,, .... , .... ng pro,-" ,u, u« OUO U O< 
M '"" '°'"'" urow ... ,.....,OfS ono .. , .......... s I'-"""~' ac ...... ........,,auu11 
lnsuin-like grawth faciol' binœog protein3 IGFBP3 IGFBP3 X64875 P17936 Grow1h laclors and cy1okk,es Growlh 1-modu~lioo 
l,suln•like growll, laciOr binding p,OlônS IGFBPS IGFBPS M65062 ~ GrowthfaclmandeylOkrtes Growth 1-modu~lioo 
lnsuin-likegrowthlaciorl IGFI IGFI X57025 eru.w Growth faciors and cylOlooes Musclelskeletal deveklpmenl; Growlh facior 
losuin like growih lactor l reœptor IGF\R IGF\R NM 000875 ~ C.I signaing I reœplOr ~-apopiotic;receplcr 
lnlerleukin1 ~pha IUA IL1A NM OOOS75 ~ Gtowth ladcn and cytokr,es Ampify the l'M'llne and n11amma1cry responses 
Jrûerleukinl beta n.18 IL18 M15330 eruM Growthlaclorsandcy1okk,es ltitialion and ampilication al ile immule and i1f\ammalory responses 
lnterleukin 10 IL10 IL10 NM 00057? mm Growthlaclcnandcy1okk,es Cl-.molax;s; Cy!ol<lne synlhesis ,i;bilofy lactot 
lnter1eukin1 1 ll1 1 IL11 NM 000641 ~ Growthfactorsandcyk:>ki1es Jnduce.s proiferalion of human T-œls 
lnierle\lkin 11--receplor-alpha ll11RA ll11RA U32324 016542 C.I signaing I reœplOr Multiple biologie adivilies on lymphohematopoielic cells;Encodes the IL-11 receplor 
lnlerleukints ll15 IL15 NM 000585 ~ Growth fadors and eyk>Üles Affects T-œl aclivalion and j)folifefation;Anli-paihogen response ; Cytokine 
fn1eneukln4 ll4 ll4 NM 000589 ~ Growth laclors and eylokiles TCellprolileratlon; Cytoki'le 
Hypoxanlh•• pl-osphoribosyllransferase 1 •· HPRT HPRT1 NM 000194 eoom HouseKeeping gene Purine W/age palhway 
lnlerteokin6 ILS ILS NM 000600 EQID1 Growth faciOfs and cylokines lnduces the malural!on of B celfs lnlo immunogtobuHn-secreting cens 
lnterleukin 8 Ili IL.a NM 000584 E..1.Qill Grow1hfactorsandcytoklnes Chemokine that regulate cel lralflcklng of various types ol leukocyles; role in development,homeostasis,hmclion ln lhe immune systen 
lrtiit:.lor of grOWlh famiy, member 1 INGI ING1 NM 005537 000532 Timorsuppressor Growth regulalOr; Tunl()( suppresSOt 
lni.grin alpha6 ITGAS ITGAS NM 000210 e2J229 Cel edhesion Recejllor;signallransduction 
lnlegrUl~,tlaS ITGAS ITGAS NM 002205 P08648 Cel edhesion R>ronectin recep10r; mediates lhe bin<ing of cens to 61:>roneclil substrata 
lnlegrinbelal ITGBI ITGB1 NM 00221 1 _e.Qill§ Cel edhesion ln1egrin;Fi>rooectinrecepl0f 
Milogen activaled prolein kinases JNK1 MAPK8 L26318 ~ Strass response MilOgen-activated proteii klnase,parûcipates in s;gna119 syslem 
Mitogen adivated protein kinase9 JNK2 MAPK9 U09759 ~ Stress response Aegulatesc-jun, Klnase 
Mitogen-aeliva1ed proleil kinase 10 JNK3 MAPK10 NM 0027~1 P53TT9 Stress response Memberol MAP ki'lase; activate tie .k.ln VoM15Cl'1)1ion lador. 
Ju'1 D proto-onccx;ene JUNO JUNO NM 005354 ~ Transaipoon RNA pol II transcfi>tion lac!Or, On<ogene 
antigen iderrtîfied by monoclonal an11body I0-67 l(j.67 MKl67 NM 00?417 P46013 Cdlcycle Aequired lor mailtening cell proileralion 
MAXprolein MAX MAX NM 002382 mm Tran~tion Transcription raaor; lorms heterodimers with MYC, MAD and regulates gene expression 
MOM2 MDl.12 MOM2 NM 002392 QQQ98l c.;1cyc1e Transcriplion factof,acts as a major regtialO( of lhe IUmOr suppressor p53 
Mitogen activaled proleil kinase kinase1 MEKI MAP2K1 L1 1284 002750 Growth laaors and cylakiles Chemolaxis, Kinase 
Mala1e dehydrogenas& 1 MOH MOH1 NM 005917 ~ HouseKeeplng gene Cala/yzes the reversible oxidation of malate IO oxaloacelate 
Mfogen ae1.rvaIed proteln kinase klnase2 - MEK2 MAP2K2 NM 030662 ~ Growth fadors and C)1okines Chcmotaxis, Kinase 
Methionine-suffoxide-reductase A/peplkle MSRA MSRA Al'1A14?0 ~ Oxidative melabolism Melhionine melabolism, oxidorecuctase 
Mitosin, œniromere prolein F CENPF CENPF U30672 ~ Chtomosomaf proœssing Cofllrololmltosis 
Mitotic-cenlnlmere-associaled-kilesinl Kilesin lamiy member 2C KNSLS Klf2C NM 006/l.i'i ~ Chromosome! proœssing Mlcrotubule molOr, Klnesln,ln?icaled ln intracel.Jlar vanspa1 evenlS 
MHOOO-klnesin-like-prolein1 /kinesin lamtf member 23 KNSLS Klf23 NM 004856 QQ2lli Chromosome! proœssklg Mk:rotubule molOr, Klnesin 
Mallixmetaflopr01CWlase 1 MMP1 MMP1 NM 002421 P03956 Exlracel ularmalrix lnlerstitial colagenase, deaves cdlagens (type 1, Il, Ill, VU and X) 
Malril metallopro1einase 2 MMP2 MMP2 NM 00451n ~ Extrace&ularmalrix Gelalinase A (I)1)8 IV oolarJ(lnase); d~des gelalin, l)l)eS IV, V, and VII collagen, and libronedil 
~.talrix metalloproteioase 3 MMP3 MMP3 NM 002422 ~ Exltaœlliatmalrix Extracelular matrix. degracles ibronecwt, collagens 
Mall'ix metalk>proteinase 7 ~t'.41'7 MMP7 NM 0024?3 ~ Ex1raceliar malrix Malriyù, 7~xpressed di.ring lhe rrigra~leraoon phase 
Malrix rnetalloproteinase 9 MMP9 MMP9 NM QMQQd P14780 Exlraœl ularmalrix Type IV colagenase; digests type IV and lype V collagen 
Matril: metalloproteioase 11 MMPII MMPII NM 005940 ~ Extracelularmatrix Slfomelysrl 3;involved ln physiologie and pathologie processes associated wilh ertaceflulaf" matrix remodeling. 
Matrixmelalloproleinase 12 MMP12 MMP12 NM 00?4?n P39900 ExtraceBufarmatrix Extracelular mallix, clegrade.s efaslin,important in tissue remodeling and repait during development and inftarM1ation 
Matrix melallopro1einase 13 MMP13 MMP13 NM 002427 ~ E.xtraœlularmalrix Colagenase 3; degrades fi>rilar collagens 
Malrixmetalloproteirlase 14 MMP14 MMP14 NM 004995 P50281 Exvacel LAar matrix TrMsmembraoe mall'ix melaloprolease 14; activales the c:olagenase gelalinase A 
Malril metalloprol&nase 15 MMP15 MMP15 NM 002428 Eill11 Extraœlular matrix Transmembrane malnx meIaloprotease 15; adivaIes the oolagenase gelalinase A 
NCK adaptor prote!n1 NCK1 NCK1 NM 006153 mm Cel signaling / reœplor Slgllaltransduction; aclivateactinnucleation 
Nuclear receplor co-repressor 1 NCOR1 NCORI NM 00631 1 Q1ill§ CeM slgnallng J reœplor lnhibils transcriplion by hoonone receplM in the absence of ligand 
Nudeat receplOr CCH"epressor 2 NCOR2 NCOR2 NM 006112 Oill.18 Ce•signaJing/reœplof Transcription co-repressor; inporlant in developmenl,diffefenc:ialiofl and oooogenesis 
PhosJx)olipase >21 tyrosioe3-monooxygenase/lrypl0phan5•monooxygenase actr1alion pro PLA2 YWHAZ M86400 ~ HouseKeepng gene Kilase aclivaling hydro&ases tyr -try; ilo.Jœs the ?J()sphor),1ation of cylOSOlie substraies 
Omilhinedeœttx>xylase l ODC ODCI NM 002539 P11926 lntermediate melabofism Arginine synthesis; acts n pot,/amhe biosynthesis 
Osleoneciln, secreled proteln. acid!c, cyslesne-nch ON SPARC NM 003118 ~ Celstruc!U'e EX\race•ular malrix, c:olagen bind"ing, may be involved rl cel proliferallon,repal" ol tissue damage 
Os!eopontinl secreted ~os?1<)protein 1 OPN SPPI NM 000582 ~ Exlfacettularmalrix Extracelularmatrix 
Gene Name Gene Symbol ptfiti~ Gene Symlx Genban, Swissp,ot Gen,ral Function Specific Function 
Ribosomal P101eine S9 S9 APS9 NM 001013 ~ HouseKeeping gene Componanl of the small 40S riboscmal subunit 
Cydn dependent kinase lnhibhor 2A p16 COKN2A L27211 Qfilill§ C.lcyde lnhibilor of G 1-specific COK-cyclin oomplu;es 2A, l!Jmor suppressor gene 
Cydn clependenl klnase lnhibilor 1A p21 COKN1A 11m 100 ~ Celcyde lnhlbits cycin-kinase ac:livhy,ls regulated at lhe lt'a~lional level by p53 
C~in dependenl kilase inhiboor 1 B p27 COKN1B NM 004064 ~ Celcyde 1nhibilorol Gl -specific COK-cycin complexes 18; meciates TGFbela-induced Gl phase arreSI 
C)çin ciependent kinases regula~ subunil:1 p3S COKSAI NM 003885 EQ:1Qfil Celcyde Klnase;role in lhe regulalion ol lhe euka,yotic cel cycle,required for developmenl of lhe mammaJia.n cenltal nervous system 
Tumor proteinp53 p53 TP53 AF307851 ~ Celcyde ONA-binding prOlein; lumor suppressor aclivhy;role in ONA repair;induces apopklsis 
Cycin dependenl Ülase inhi:>itor 1C p57 COKN1C NM 000076 P49918 Cel cyde lnhibns G 1-specific COK.qdin complexes,negative regulak:lr of cell proiferalioo. 
Plasminogen aaivalor Wlhibitof type1/serina prOlainase irilibitor, clade E,member 1 PAl1 SERPINE1 M14083 P05121 CirCUation Serine (or cysteine) p,oteinase Mbilor: Reg!Jates lbmolysis 
Plasmlnogan aaivator Mbi\ol' type2/ serine proie ria se lnnibbor,dade B,member 2 PA12 SEAPINB2 J02685 ~ CiroJalion Serine prOlease inhitilor; lnhibiis wokinas•type plasminogen aclivalor 
P21 activaled ~inasel PAK PAK1 NM 002576 QJ1!fil ee•strue1we Targel of COC42;prootoles VIe disassembty ol s1tess fibefs and local adheslons 
ProOferaling cell m.iclear antigen PCNA PCNA NM 002592 P12004 CeMcyde lncreasing the polymerase's processibillty; oorrelated wilh the prolifera~e sta1e of the ceH 
Polo-~ke ki\ase - PLK PLK U01038 Q15.1fil ONA repû / synthesis Ser/\lvkilase; Wivolved il milOsis 
Polymerase alpha POlA2 POlA2 NM 002~A9 014181 ONA repai' / synthesis ONA polymerase 
Progasteronereceplor PGA PGA NM I XVl'OS P09874 Cel signaing / receplcr Tran.saipoon activaiing lac\orJ)(ogesterone recep&or 
AOP-nbosylltanslerase AOPAT AOPAT J03473 P09874 ONA repû / synlhesis ONA repa.ir ,encodes a chromalin associated enzyme 
P)TlNai&-klnas&-muscle PKM2 PKM2 M26252 P.1ill8 Vllermedia1e metaboism Pyruvale kinase,muscle 
Retlnoblas1ome1 AB1 AB1 NM 000321 ~ Celcyde ln1eracts wlth hislone deacelylase to repress ltansaiplion; tumor repressor 
Ribonucleolida-reductase Ml polypeptide AAM1 AAM1 NM 001033 P23921 ONA repair / synthesis Ribonucl&olide reductase essential for the produdion of desoxyri>onucleotldes belore ONA synthesis ln S phase 
Serine Dehydralase SOS SOS NM 006843 P2Qm HouseKeeplng gene Catalyzes the conve,sion of serine IO pyruvale 
S100 calcium bil<ling prolein M S100M S100A4 NM 002961 P.26lli C.lcydo Calcydfl; interacts with 1argets to ink eXlracelular stimui and celllar responses 
SHC tra:'lslommg pro1ein1 SHC SHC U73377 001973 Oncogenesis EGFAmodulaoon 
Transgelin SM22 TAGLN M95787 001995 Celstruaure lnvolved ln caldJm Wlteractions and conltactile propeflies of the cell 
MAO,molhers agailsl decapenlaplegic homobg 1 SW.01 W.OH1 U59423 Q1lliI Celcyde ÎUITIO( suppressor;regulales œl growth,cillerenliation,matrix prodiJCOOn,apoplOsls;role dl.ring lhe embtyonal developmenl 
MAO,mothert agall'ISI decapenlaplegic homolog 2 SMA02 MA0tt2 U68018 015796 Celcyde ÎllTIO( Sl4)pressor,role il nuclear aocumûation and inilialion ol signali'lg 
MAO,mothers against decapenlaplegic homobg 3 SMA03 MAOH3 U68019 ~ Celcyde Tumor St4>Pl'essor;etlee1or ol TGFB response 
MAD,molhers agalnsl decapenlapleglc tiomolog -4 SMA04 MAOH4 U44378 Q13ill Celcyde Tumorsuppressor 
Superoxide dismutase2 S002 S002 NM 0 11'i:<S PQilN Oxldativeme1abolism Oxldorecuctase 
Telomerase-reverse ltansaiptase TEAT TEAT AF018167 Q1ill2 ONA repù / synlhesis ONA polymerase,predicied lo ad as revern lranscr1)tase;may have a role ln lormalion ol tekmeres 
TGF·bela·R2 TGFBR2 TGFBR2 050683 P37173 Tumor supresso, ÎOO'lOf supressor, recepk>l]ole in lhe ~ i'ansduclion that leads ICI mitogenic responses 
Th}mioile-krlase1 TX1 TK1 NM 003'"" PQill3 Celcyde Generales thymidy\ate fo< ONA synlhesis 
Thymosin beta 1 O TB10 TMSB10 IIJM 0211m P13472 Cel structure Organizalion ol lhe cy1oskeletoo 
Thymidylate-synlhetase TYMS TYMS NM 001071 PQ1lli ONA repaii' / synthesis Ca1alyzes reducüve melhy\alion ol ctUMP IO dTMP 
Tissue mhibnor of me1alloproteinase1 TIMP1 TIMP1 NM 003254 P.!11@ Ex1race!ularmalrix lnhibits type IV oolagenase (MMP2) stimula!es growth of erythroid cells 
TISsue imibltor ol me1alloprotalnase2 .. TIMP2 TIMP2 NM 00325~ ~ EXlracelularmatrix lnhibits MMP2, involved in homeoslasls ol the eXlrac&lufa, mairix 
TllTIOf neaosis lacior TNFa TNF NM 000594 P01375 Growth lac:lors and cytokines EndolOXMl; palhophysiok>gy ot sepsis,rofe in apoplosis 
Topoisomerase2-alpha TOP2 TOP2A NM 001067 Eill8!1 ONA repai / synthesis Relax ONA IOrsion upon replicailn or 1tan5crl'doo 
Plasminogen acdvator tissue - TPA Pl.AT NM 000930 eQQlli! Clrtuatioo s&me prolease lhat converts inacïve plasmloogen IO plasmin 
Telorneric rapeat binding 1actor1 TRF1 TERFl l ld/\705 O9B5I4 ONA repaii' / synlhesis Telomere binding 
Thromboxane-A2•rDC&ptor TBXA2A TBXA2A 038081 P2ill1 Cel slgnalng / receplcr Muscle contraction, recepk>r;slim~atcr of paletet agcJregalion 
Thlombospoodin 1 TSP1 THBS1 NM 003246 Pllil1!i Celadhesion Adhesive glytoprotein;polent angiogenic activity 
Thrombospoodin 2 TSP2 THBS2 NM 003?47 ~ Celadhesion Adhesive glycoprolein;role in many cell adheslon and migra~on events 
Ubiquhin conjugating enzyme E2CA.Jbiquitin carrier prolein UBE2C UBE2C NM 0U/019 QQQI§2 PrOlasome Proteolys!s, llgase 
Plasminogen activalor,Uroklnase PLAU PLAU NM 002658 P00749 CifWation Serine protease that deaves ptasmlnogen 10 toon plasmin 
Transferdn receplof TFA TFAC NM 003234 l'.Qlli§ HouseKeepwlg gene Binds and inlemalizes 1he iron carrier transfenil 
Plamsinogen activator, Urokilase-receptor uPAA Pl.AUA NM 002659 ~ Cel signalng I receplor Key molerule ln the regtialion of cel-strfac:e pl~n aclivation 
Vasci.dar endoeheial grow1h lacto, VEGF VEGF AF022375 P15§2Z Growth laclOrs and cytakines lnduces endolhelial cel proüferalia'I and vasctiar permeablity 
Vascula, endolhelial ~1h facior B VEGFB VEGFB U4336A ~ GrOW!h lac10ts and cyklkines Binds heparin and neuropilin-1 ,grov.1h lac!or;MENI 11.mOf suppressor gene 
Vascular endolhe~al grOWlh factor C VEGFC VEGFC NM 005429 Pill6.Z Growth laclors and cyklkines 8ind and acüvate VEGFR-2 receplOrs 
Vascular endolhdal growth factor 0/ c-fos induced growth factor VEGFO FIGF NM fl04.dfi9 OOill Growth fac!OfS and cy101dnes Bind and activale VEGFR-2 and VEGFR-3 receptors 
Vascular endolhelial grOW\h faclor recepk>r t/ fms•relaled lyrosine kwlase 1 VEGFR1 FLT1 NM 002019 P17948 Cel slgnalrg / ,ecepl01 Receptor tyrosine kinases; anlagonist ol vascular endothelial growth factor 
Vasa.dar endothelal gowth factor racep101'2 I Kilase insen domiln recep!Or VEGFA2 KOA NM 002253 ~ Cel signaling / receptor Aoceplol lot VEGF and VEGFC 
Vascular endothetial gtowth faelor receplor3/ lms-fela1&d tyrosine kinase 4 VEGFA3 FLH NM rmmn ~ Cel s9"8ilng / receptor Endolhelial cell-specific reœplOr;regulatorol bk>od vessai developmenl in embryos and angiogenesls in adllts llssus 
Annexe II 
Damier DualChi Human General 
3 5 6 7 8 9 
hybcd + buffer PSMDII ADAMI ANXI AOP2 TFAP2A TFAP2B TFAP2C 
2 APOJ ATM MYBL2 BAD BAX 1S3 (RBC'L) BC L2 BCLX 
3 GLBI BID 1S4 (RCA) B!Nl BMP2 FES FOS cmyc RAF I 
CDHI CDHI I CDHl3 CANX SI00A8 CASP2 CASP3 
5 CASP7 CASP8 CASP9 CATB CTSB CTSD CTSL CAVI 
6 CDC42 CDK2 CDK6 COL6A2 (993) SPRRIB COX2 CKB CROCIA 
7 CSFI CSFIR CTGF CCNAI ISI (RB SJ CCNBI CCNDI 
8 CCND2 CCND3 CCNF DHFR DPI DP2 E2F2 
9 E2F3 E2F4 EGFR EGRJ EIF4 ETFB 
10 BSG EMS! VWF FGF2 FGFR(313) FHJT FNl 
11 GADD153 (996) GSN G6PD GPX GRB2 GSTPi HMOX(998) 
HSP27 HSP40 HSP70 !S6 (SIP) HSP90-a HSP90-b 
rGFBP2 rGFBP3 IGFBP5 rGFl IGFIR ILIA 
14 !LlB (423) !LIO ILI 1 ILI IRA IL15 lL4 tL6 lL8 
15 INGI ITGA6 ITGA5 ITGBI JNKI JNK2 JUNO Ki-67 
16 MAX MDM2 !$3 (RllCL) MEK I (1004) MEK2 MSRA CENPF 
17 KNSL6 KNSL5 MMPI MMP2 MMPJ MMP7 MMPII MMPl2 
18 MMPl3 MMP14 MMP15 NCKI NCOR I NCOR2 ODC 
19 ON OPN pl6 p21 p27 p35 p53 p57 
20 PAll PAU PAK PCNA PLK POLA2 155 (fAl'G) PGR ADPRT 
21 PKM2 RB! IS2(CA IJ) RRMl S100A4 SHC SM22 SMAD l 
SMAD2 SMAD3 SMAD4 TERT TGFBR2 (1013) TKI TBI0 
23 TYMS(829) TIMPI TIMP2 TNFa TPA TRFI TBXA2R TSPI (780) 
24 TSP2 UBE2C !SI (RJlCS) PLAU uPAR IS4(RCA) VEGF VEGFB 
25 bum:r butîer VEGFC VEGFD VEGFR2 ( 463) VEGFR3 butîcr buffer 
26 hybcd + buffor 3ctl+ 4ctl+ 
27 hyb cd + butîer butîer hybctl + 
Annexe II: Design du « DualChip Human General ». Hyb ctl + : contrôles d'hybridation positifs, Hyb-: Contrôles 
d'hybridations négatifs, IS : standard interne, Buffer: contrôles négatifs de fixations , ctl +: contrôles positifs de 
fixation, en vert, les gènes de maintenance. 
Annexe III 
Gènes Ratio Gènes Ratio Gènes Ratio Gènes Ratio 
CCND1 0,47 TRAF5 1,24 CDK4 0,71 MAPK3 1,08 
JUN 0,51 TRAF3 0,75 CDK5 1,22 MAPK7 0,91 
CDC6 0,54 NOS2A 0,95 CDK5R1 0,87 MAPK8 1,01 
TNFRSF1B 0,60 TNFSF6 0,86 CDK6 0,87 MAPK9 0,93 
CDKN1A 0,6.1 TP73 0,69 CDK7 1,37 MCL 1 1,04 
GADD45A 0,62 GSR 0,97 CDK9 1,01 MDM2 1,26 
PDE1B 0,66 CDC2 0,86 CDKN1C 0,98 MGST1 0,99 
IGFBP3 0,66 POR 0,91 CFLAR 1,02 NFATC1 1,46 
BAD 0,67 CASP3 0,81 CLU 1,39 NFKB1 1,45 
ABL1 1,50 E2F3 0,87 CRADO 0,70 PCNA 0,78 
TRADD 1,51 RBP1 0,79 CSE1L 0,98 PLK 1, 10 
TP53 1,51 CDKN2A 0,82 DFFA 0,88 RAF1 1,06 
BIRC2 1,53 ADAM17 0,80 E2F1 0,87 RB1 1,37 
RBL2 1,53 CDKN2B 0,71 FADO 0,91 RIPK1 1,06 
CLK1 1,55 GSTT1 0,81 GPX1 1,00 TFDP1 0,86 
TANK 1;59 TNFSF10 1,20 GRB2 0,89 TNF 0,73 
GAS1 1,66 TFRC 0,75 GSA 1,55 TNFRSF10A 1, 15 
E2F5 1,68 HK1 0,78 GSM 0,96 TNFRSF10B 1,29 
TNFRSF6 1,68 BAX 0,90 GSTP1 1,25 TNFRSF1A 0,89 
BIRC3 1,78 BCL2 1,07 IGF1 0,67 TNFSF5 1,24 
PLD1 1,87 BCL2A1 0,97 IGF2 0,98 TNFSF7 1,25 
MAP2K5 1,90 BclX 1,01 IGF2R 1,06 TRAF2 0,78 
TFDP2 1,92 BIO 1,09 IGFBP2 1, 13 TRAF6 0,94 
MAP3K14 1,97 BIK 1,08 IGFBP4 1,32 RPL 13A 1,21 
MAP2K6 2,14 BIRC4 1, 17 IGFBP5 1,04 ALDOA 1,25 
RARB 2,21 BIRC5 0,87 IGFBP6 1,23 K-ALPHA-1 0,98 
IGF1R 2,33 BNIP3 0,96 ING 1,30 ACTB 0,97 
MYCN 4,29 CASP2 0,80 LTA 1,01 PPIE 0,94 
CASP1 - CASP4 0,75 LTB 1, 19 GAPD 1,12 
DDIT4L - CASP8 0,84 MAP2K1 0,83 HPRT1 0,97 
AKT1 - CCND2 1, 10 MAPK1 1,01 MDH1 1,20 
AKT2 - CCNH 0,81 MAPK10 1,04 YWHAZ 1,06 
BAG1 - CDC25C 1,25 MAPK12 0,89 RPS9 1,05 
BAK 1 - CDK2 1,03 MAPK14 1, 13 SOS 0,72 
Annexe ID: Valeurs obtenues pour l'expression différentielle de gènes dans les cellules cybrides 
sauvages traitées à la staurosporine analysée avec le « DualChip Human Apoposis ». Les valeurs se 
trouvant dans une case grise représentent une variation quantitative et significative de l'expression 
génique. Les sigles - représentent une variation d 'expression qualitative. 
Annexe IV: Liste des gènes analysables avec le damier « DualChip Human Apoptosis » 
Gene Name Gene Symbol Pfflclal Gene Symb( Genbank Swissprot General Functlon Specinc Funcllon 
v-abl Abelson murine leukemia viral oocogene homolog 1 ABL1 ABL1 X16416 P00519 Cellcycle ATP bindrlg; kinase activity 
a disintegrin and metalloproteinase domain 17 (tumor neaosis factor, alpha. convertir ADAM 17 ADAM 17 U69611 P78536 Cel migraüon Metalloendopeptidase activity 
v-akt murine thymoma vi,al oncogene homobg l AKTI AKTI NM 005163 P31749 Apoptosis ReceptOf signaing proteii sar.eNveonne ki1ase activity 
v-akt murine thymoma. vi"al oncogene homok>g 2 AKT2 AKT2 NM 001626 P31751 Apopiosis Protein amino acid phosphorylation 
8Cl2-antagonist of œU dea\h BAD BAD NM 004322 092934 Apoplosis Pro-apoplotic; BCL2 bindWlg protein 
BCL2-associated athanpgene BAG BAGI AF022224 099933 Apoptosis lnleractswilh Bcl2 
BCL2•antagonistl1<lller 1 BAK 1 BAK 1 U16811 016611 Apoptosls Accelerates programmed ceU death by binding to BCL-2 
BCL2-associated X P.roteln bax BAX NM 004324 O8WXU1 Apoptosis lnduces the relase ol cyt C, activation of caspase-3 
B-cell Cll.Aymphoma 2 BCL2 BCL2 NM 000633 P10415 Apoptosis Regulales the death cell 
BCL2-relaled prolein A 1 BCL2AI BCL2AI NM 004049 016548 Apoptosis Apoptosis regulalor activlty 
BCLX protein Bd)( Bd)( NM 001191 007817 Apoptosis lnduces or lnhibits apoptosis according 10 the attemalive toon 
BH3 interacting domain dealh agonist BIO BIO NM 001196 Pfi5957 Apoplosis Apoplotic mitochondrial changes; Oeath recepto, ligand 
23KDa High~ basic p,olein 23kd RPLIJA X56932 P39023 HouseKeeping gene HouseKeepiog gene 
BCL2•interacting kiDer (apoptosis-inducillg) BIK BIK NM 001197 0 13323 Apoptosis Apoptosis regulator actlvity 
baculcwiral IAP repeal-contaioing 2 BIAC2 BIAC2 NM 0011 66 0 13490 Apoptosis Positive regulation of 1-kappaB kinase/NF-kappaB cascade 
AklolaseA, Aldo ALDOA NM 000034 P04075 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
bawlcwi":al IAP repeat-conlaining 3 BIACJ BIACJ AF070674 013489 Apoptosis lnteracts with TNF receptOf assodaled factor.; 1 and 2 (TRAF1 and TRAF2) 
baculoviral IAP repeal-contairing 4 BIRC4 BIRC4 NM 0011fi7 pqR170 Apoplosis lnhi>itm of caspase--3, -7 and -9. 
baroloviral IAP repeat-contailing 5 {suM\.-in) BIACS BIACS NM 001168 015392 Apoplosis Cysleine pcolease inhi>itOf' actMty 
BCL2/adenovirus E18 19k0a interacting prolein 3 BNIPJ BNIPJ NM 004052 0 12983 Apoplosis Bnds lo the ad800\lirus E18 19 kDa ptOlein orto BCL-2 
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (intef1eukin 1, beta, convertase) CASPI CASPI M87507 P?R906 Apoptosis Caspase activity 
caspase 2, apoptosis-related cysteine prolease (neural precursor ceU expressed) CASP2 CASP2 NM 001224 P42575 Apoptosis Activated in cytotoxic stress,required for the penneabilizatioo of mltochondria,required for stress-lnduced apoptosis 
caspase 3, apoplosis-related cystelne protease CASPJ CASPJ NM 004146 P42574 Apoptosis Initiation of apoptotlc cell death; PARP cleavage prolease 
caspase 4, a.poptosis-relaled cysteine protease CASP4 CASP4 NM 001225 P49662 ProteÎll blnding lnvotved ln the adivatlon cascade of caspases responsible for apoplosls execution 
caspase 8, apoptosis-related cysteine protease CASPB CASPB X98172 015519 Apoplosis Thlol pro1ease; PARP cleavage protease=signature apoptotic fragments 
cyclio01 cndl CCND1 NM 05305fi P24385 Cellcycle Regulak>fy Sllbunit of COK4 or COK6 
cyclin02 cnd2 CCND2 NM 001759 P30279 Ceffcycle Regulatory subunit of COK4 Of COK7 
Alpha·IUbulin Tut,., K·ALPHA·I NM 006082 P7R395 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
cyclinH CCNH CCNH NM 001239 P51946 Cellcycle Phosphosrylates and activates cycHn-dependant protein kilases il the regulation ol ceD cycle progression 
cell division cycle 2, Gl to Sand G2 to M CDC2 CDC2 X05360 P06493 Cellcycle Cyclln-dependent protein kinase activity 
cell division cyde 25C CDC25C CDC25C M34065 P30307 Cel! cyde Dephospho,ylales CDC2 and 
CDC6 cell division cycle 6 homok>g (S. cerevisiae) CDC6 CDC6 NM 001254 099741 CeH cycle Negative regu\ation ol DNA repication 
cyclin-dependênl kinase 2 COK2 CDK2 NM 001798 P24941 Cellcycle Cycln-dependent proleWl looase activity 
cyclil-dependent kinase 4 CMMJ CDK4 U79269 P11802 Ce!I cycle The activity of this kinase is restricted lo the G 1-S phase; cel proileration 
cycin-dependenl kinase 5 CDKS CDKS NM 004935 000535 Cellcycle lnteracts with p35 which 
cyclwl-dependent kinase 5, ,egulatory sobunit 1 (p35) p35 COKSA I NM 003885 P04083 Cel cycle Activates the kinase 
cyclin-depen<lenl kinase 6 cdk6 CDK6 NM 001259 000534 Cellcycle lnleracts wilh 0-type cycins and phosphory\ate pRB in G1 -phase 
Beta-Actin ACTB ACTB NM 001101 P02570 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
cyclin-dependenl kinase 7 {M015 homolog, Xeoopus laevis, cdk-p,ctivating kinase) cdk7 CDK7 NM 001799 P50613 CeHcycle Regulation of cyclin dependenl protein kinase activity 
cyclin-dependent kinase 9 (CDC2-related kinase} cdk9 CDK9 NM 001261 P50750 Cellproliferation Regulation of ceW cycle 
cyclin-depen<lenl kinase lohibilor IA (p21, Cip1) p21 CDKNIA U03106 P38936 Cellcycle lnhibitoc 1A ol G1 -specitic COK-cyclin complexes 
cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) p57 CDKNIC NM 000076 P49918 CeU cycle lnhibits G 1-specific COK-cyclin complexes,negative reguta!Or of cell proliferation. 
cydin-depeodent kinase inhibitOJ 2A (melanoma, p16, inhibits COK4) p16 CDKN2A l27211 OBN726 Cel1cycle lnt-.bifOJ of G 1-specific COK-cydln complexes 2A, tumor soppressor gene 
cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p1S, inhibits CDK4) p14-15 CDKN2B U17075 Q8NIA6 CeU cycle Cydin-dependent proteln k#lase lnhibitor activity 
CASP8 and FAOD-~e apoptosis regulator CFLAR CFLAR NM 003879 0 15519 Apoptosis Caspase activity 
Gene Nama Gene Symbol Pfficlal Gene Symbc Genbank Swlssprol Gena~I Function Specific FuncUon 
COClike kinase 1 CLl(1 CLl(1 NM nn.rn71 O8N5V8 Cellcycie Pr<>iein serineAhreonina kinase activity 
ApollproIei\.J APOJ CLU J0290R P10909 Upid metaboli:sm ActivaIe its kinase activily 
CASP2 and AIPK1 domai'l contairiog adaplor wi1h dealh domain CRADO CRADO NM 003805 P78560 Apoptosis Apoptosis regulator activity 
CSE 1 chromosome segregatlon 1-Uke {yeast) CSE1L CSE1L AF053641 P55060 Cell p<oliferation lntracellulat p,otein lransport 
Cyclopltilio 33A cyc PPIE AF042385 O9UNP9 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
DOIT4L: ONA-damage-inducible lranscript 4-like REOD2 0DIHL NM 14'744 096D01 I I 
ONA fragmentation factor, 45k0a, a!Jtia potypeptide 0FFA OFFA U91985 000273 Apoptosis DNA lragm8fltal00 
E2F transcription factor 1 E2f1 E2f1 NM 005?7' 001<1""- Transaiptioo Tumor suppressor, Transaiption lactor 
Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase GAPD GAPD NM 002046 P04406 HouseKeeping Qefle HouseKeeping gene 
E2F transaiption lacto, 3 E2f3 E2f3 NM 001q4q 000716 Transaiption Transcription factor; binds Rb protein 
E2F transcriplion factor 5, p130-blndiog E2f5 E2f5 U31556 015329 Transcription Transcription factor, DNA binding 
Fas (TNFRSF6)-associated via dealh domain - FADO FADO NM 003A?d 0 11158 Apoptosis Active caspase-8 Initiales the subsequenl cascades of caspase mediating apoplosis 
growth anesl and ONA-damage-inducible, alpha GA0045A GA0045A NM 001924 P2452? Stressresponse Glutathione transferase activity 
groWlh arrest-specilic 1 GAS1 GAS! "'" 002048 p<c!R?fi ONA repait StruciuraJ constituent of ribosome 
glutathione peroxidase 1 GPX GPX1 M21104 P07?03 Olddattve metabolism Protects the hemoglobin in eryttvocyles from oxiclalive bfeakdown 
growth factor reœptor-boond protein 2 GRB2 GRB2 NM 002086 P29354 Cellcycie Cel structure 
glulathlone S-transfe,ase A 1 GSA GSA NM 000846 P09210 Drug metabolism Glu181hion (phase 11) 
glutalhione S-transferase Mt GSM GSM NM 000561 P09488 Drug metabolism Glolalhion (phase 11) 
glutalhiona reductase GSR GSR NM 000637 P00390 Drug metabotism Glutathion : Maintain high k!vels of reduced gtutalhione {phase Il) 
Glutathklne S·lransferasa pi GSTPI GSTP1 NM 000852 P0921 1 Drug metabotism Glulalhion (phase Il) 
Gkltathione S-trans/erase the!al GSTT1 GSTT1 NM flMR'i1 P1071 1 Orug melabotism Glulalhion (phase Il) 
insuJin..fi{e growlh facto, 1 (somatomedin C} IGF1 IGF1 X57025 P01343 Growth factor and cytokines Musde/skeletaJ devek>pment; Growth factor 
lnsu6n·like growth lactor 1 reœpior IGF1 R 1Gf1R NM 000875 P08069 Cell ~gnalr,g / recep"' Antl•apoptolic; recepI01 
insu6n-li.e growth facIor 2 (somatomedin A) IGF2 1Gf2 S77035 P01344 Sk~etal development Regulation of œl cycle; po!efll mitogens for cullured cels 
insulin-like growlh factor 2 receplor IGF2R 1Gf2R NM n()0876 P11717 Receptor Binds insulin growth factor Il 
lnsuUn·like growth faclor blnding prolein 2, 36k0a 1Gf2 IGFBP2 M354 10 P1A06'i Growth factor and cytokines Growth lactor modulation 
Hexokinase 1 HK1 HK1 M751 26 P1936 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
insulln4ike growth factor blnding proteln 3 - IGFBPJ IGFBP3 X64875 P1793B Growth factor and cytokines Growth factor modufalk>n 
insulin-like growth factor bindiog p,otein 4 IGFBP◄ IGFBP4 NM 001552 P226Q? Cel proliferation Regulation of ceh growth 
Hypoxanthine phosphoribosyttransferase 1 HPAT HPRT1 NM 000194 P00492 HouseKeepi,g gene HouseKeeping gene 
insufin-like growth faclOf bind"rig protein 5 IGFBP5 IGFBP5 M65062 P24593 Growth lactor and cytOkines Growth factor modulation 
insufin-li.e growth factor binding prolein 6 IGFBP6 IGFBP6 M690<c! P24~G? Signal transducûon Signal transduction 
inhibitor of growth famity, member 1 ING1 ING NM 005537 O9UK53 Cel prolifefation Tumo,- suppressor; paient growth regulalor in normal and in estabished œls 
v-;un sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) JUN JUN NM 0022?8 P0'i41? MAPK signaling pathway RNA polymerase Il transcriplk>n factor activity 
lymphotoxin alpha (TNF superlamiy, member 1) TNFB LTA NM 000595 P01374 Growth factor and cytokines inducüon of apoptosis 
lymphotolin beta (TNF superfamity, member 3) LTB LTB L11015 006643 Growth factor and cytokines Aole il knmune response 
mhogeo-aclivated protein ldnase kinase 1 MEK1 MAP2K1 L1 1284 002750 Cellcycle Klnase; CataJyzes lhe phosphorylaüon of a thr and a tyr in a lhr-glu-tyr 
mitogen-activaled prolein kinase kinase 5 MAP2K5 MAP2K5 BT0067R0 0 11161 Stress response Protein serineJ\hreonine kinase ac:tivity 
mltogen-activated proteln kinaso kinase 6 • MAP2K6 MAP2K6 NM 002758 P52564 Stress response ProIein serineJ\hreonine kinase ac:tivity 
mitogen-activated proIein kinase kinase kinase 14 MAP3K14 MAP3K14 NM ooaa,4 099558 Stress response Protein serine.l\hfeonine kinase actMty 
mltogen-actlvated protein kinase 1 er1<2 MAPK1 M84489 P28482 Apoptosis Transferase activity 
mitogen·activaled prolein kinase 10 JNK3 MAPK IO NM 002753 P53779 Slress response Kinase 
mitogen-activa!ed prote"1 kinase 12 MAPK12 MAPK12 NM 002969 P53778 Sttess response Proteln serine/threonine kinase activiry 
miIogen-activated protein kinase 14 MAPK14 MAPK14 AF100544 0 16539 Stress response Protein serineJ\hreonine kinase actlvity 
Malale dehydrogenase 1 M0H M0H1 NM M<q17 P?4'147 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
Gene r,4ame 
" -• Ger• SymboÎ Jfflclal Gent Symb< Gef"!b~nk Sv,,luprot General Funcllon SP4tcifJc function '· rnitogen-activatad P{otein }dnase 3 'u - ',. el1<1 MAPK3 X60188 P27361 Stress response Proteln serinelthreonlne kinase activity 
mitogen-aclivated protein kinase 7 - ell<S MAPK7 U29725 013164 cen adhesion Protein-tyroslne kinase acilvity 
mitogen-acüvatad proteln kinase 8 f• JNK1 MAPK8 L2fi11A P45QA1 Stressresponse Regulates c-jun, Kinase 
rpitogen-activaled protein kinase 9 JNK2 MAPK9 U09759 p45q84 Stress response Regulates c-jun, Kinase 
Phospnolipase A2.. .. ,,, PLA2 YWH~ M86400 P04054 HouseKeeping gene HouseKeepng gena 
mye~ ce• '8ukemia sequence 1 (BCL2-related) MCL1 MCL1 AFl 18124 007870 Apoplosis Apoptosis regutator aciivity 
Mdm2, lransfooned 3T3 cel dooble mnile 2, p53 binding J>Olein (moose) MDM2 MDM2 NM 002392 0/10987 Oncogenesis Transcriptionlactor 
mlcrosomal glutathk:loe S-transfarase t MGST1 MGST1 J03746 P10620 Glutathiooe metabolism Transferase activity 
v-myc myekicytomatosis viraJ relaled oncogene, neuroblastoma derived {avian) MYCN MYCN NM 005'7R P04198 Transcription lactor Transcriplionlacioractlvity 
nud&ar f~cior of activat&d T-cells, cytoplasmic. cak:lneurirKSependen11 NFATC1 NFATC1 U80917 095644 Wnt signating pathway Regulate the activation, proliferation, ditlerendation and progranvned dealh of T-tymphocyles 
nuciear l~cio, of kappa igtil polypOJllide gene enhar)cef in Il-colis 1 (p105) NFKB NFKB1 NM 0039q5 P1Q81A Transcription lnflammalory response; antibacterial humo(aJ response 
nitric oxide synlhase 2A Qndutill!, hepalocytes) NOS2A NOS2A U31511 P35228 Electron transpon Nitric-oxide synthase acûvity 
proliferating cal nucfear antigen PCNA PCNA NM 002592 P12004 CeU cycle lncreasing the polymerase's processibility 
phosphodiesterase 18, calmodulin-dependem ~ - PDE1B PDE1B NM rvin974 001064 Apoptosis Calmodu6n-dependent cyciic-nucleotide phosphodieslerase activity 
Rlbosorrial Pfote{ie S9 
" 
S9 RPS9 NM 001013 P467A1 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
p/)ospholipa~ 01, pliop!latidyfchofin&-speciflo ,_ PLDI PLD1 NM 002662 011,~3 Phospholipid metabolism PhosphoJipase D activity 
pok>I~• kinase (Droscphila) .. ,,,, PLK PLK U01038 015153 DNA repair / synthesis Mitosis, kinase 
P450 (cyfocl\rome) oxidoredudase -, POR POR NM 000941 P16435 Electron transport Oxidoceductase actlvity 
v-raf-1 mutine leuksmfa viral oncogene homolog 1 " RAF1 RAF1 X03484 P04049 Oncogenesis Apoplosis regulation, Kinase 
relinO:ic ackl receptor. beta ·,. RARB AARB Y00291 P10826 Receptor activity Receplor of relinoic acid 
retinoblastoma 1 (rncluding osteosarcoma) RB1 RB1 NM 000121 P06400 CeUcycle lnteracts with his10fl8 deacetytase lo repress transcription; tumor repressor 
relinoblastoma-like 2 (p130} RB2 RBL2 NM 005611 P61163 Cell cycle Negative regulation of cea cyde 
retinoblasloma bindilg protekl 1 RBPI RBP1 NM 002899 P29374 ONA bincling / cen cycle Chromalinbmlng 
receplOf {TNFflSF),;,tera<ling serine,llnonine lrilase 1 .. AIPK1 RIPKI NM 003R04 01'.lc.46 Stress response Protein serinelttveonina kinase activity 
TRAF lal!lÎ!y ~,essoclaled NFKB ac11vator 
,, 
TANK TANK U59863 ()Q2844 Signal kansdur:tion Protein binding 
transcription ledor Op, 1 DP1 TFDPI NM 007111 000765 Transcription Medialor of transc(iptional activation by TGF-beta recep1or;involved in the ceU cycle ; Pol Il transcription 
transcription factor Dp,,2 (E2F dlmerization partner 2) DP2 TFDP2 NM 006286 014188 Transcription Transcription factor; Pol II lransaiption 
Serine Dehydfatase SOS SOS NM 006843 P17026 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 
tumor necrosis' facior ~F superfamiy, member 2} TNFa TNF NM noo594 P01375 Apoplosis Endotoxin; pathophysiology of sepsis 
n.imor necrosls facto, reeeplor superf3llWY1 merf\ber 10a TNFRSF10A TNFRSFIOA NM 003844 000220 Apoptosis Aciivaôon of NF-kappaB-inducing kinase 
rumo, n~ô~ factor receptor superlamify, member fOb ' TNFRSF1 0B TNFRSF10B AF016266 0147fi1 Apoptosis Activation ot NF-kappaB-lncluciog kinase 
tumOf ~rosis factor receplOf' superfanûiy, member IA TNFRSF1A TNFRSF1A NM 001065 P19438 Growth tactor and cy1okine Receptor activily 
tumor necrosls factof recep1or superlamlly, member 1a TNFRS1B TNFRSF1B NM 001066 P20333 Cell slgnaling / recaptor Receptor 
tumor necrosis facio, receptor superfamily, member 6 TNFRSF6 TNFRSF6 NM 00004'.l P?5445 Growth factor and cytoki'le Transmembfane receptor activi1y 
tumor rJE!Crosis fac;IOf {ligand) Sllpeffamily, member 10 TNFSF10 TNFSFIO NM 003810 P50591 Apoptosis Tumoc neaosis lacior receptor binding 
rurnor necrosis facto< (f,gend) supertarniy, member 5 (llypei,lgM syndrome) TNFSFS TNFSFS NM 11cvq4 P29965 Growth factor and cytokine Tumoc neaosis lacior receplor binding 
tumor necrosis fâcto, (ligand) superlamiy, merpber 6 TNFSF6 TNFSF6 NM 000639 P48023 Growth lacior and cytoÜle Tumor necrosis factor receptor binding 
Ttanstami, receptor TFR TFRC NM 003234 P02786 HouseKeeping gene HouseKee!Wl9 gene 
rumor necrosis facto, (ligand) superfamily, member 7 ',; ' TNFSF7 TNFSF7 NM 00125? p3?q7n Apoptosis Tum0f necrosis lactor receptor binding tumor prntein ess (U-Fraumef1i sy[ldromel p53 TP53 AF307851 P04637 CeUcycte DNA-binding protein; lumor suppressor activity 
hlm0f'pro1~p73 TP73 TP73 NM n""?7 015350 Transcription lactor T ranscriplion lacior activity 
TNFRSF1A-associated via death domàin TRADD TRADD NM 003789 0156?R Apoptosis induction ol apoptosis 
TNf recaplOf·~led lacior? TRAF2 TRAF2 NM 021138 01?Q13 Stgnal transduction Signal transducer activity 
TNF receplor-associated factor 3 .. TRAF3 TRAF3 U21092 013114 Apoptosis Role in invnune response 
TNF receptor-associa.ted lacior 5 ,, ' ·• TRAF5 TRAFS AB000509 000463 Apoptosis Signal transducer activity 
TNF reêeptor-~~ociated factor P . '.'" - , .. TRAF6 TRAF6 IJ7R79A 09Y4K3 MAPK signaling pathway Mediates actfvation of NF-kappa-8 and JNK 
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Hyb • buffer ABL1 
":>,,iC BAK 1 IS4(RCA) 




CASP3 CASP4 buffer 
>< CDC2 CDC25C 
CDK5 CDK5R1 I51(RBCS) 
CDKN2A CDKN2B CFLAR 
DDIT4L buffer DFFA 
>< GADD45A I52(CAB) (997) 
GSA buftN GSM 
Hyb - IGF1 IGF1R 
IGFBP4 HPRT1 buff~r (HPRT) 
>< LTB I53(RBCL) 




NOS2A tmff~r PCNA 
":>,,iC POR f52(CAB) 
RBP1 buff~r RIPK1 
Hyb • SDS(SDH) TNF 
TNFSF10 TNFSF5 buffer 
_><_ TRADD I51(RBCS) 
Hyb • buffer TRAF6 




























AKT1 AKT2 BAD bl1ffer BAG1 
":>,,iC BCL2 I53(RBCL) BCL2A1 ..:><. 
RPL1 3A buffor BIK t,uffor BIRC2 (23Kd) 
>< BIRC5 BNIP3 CASP1 CASP2 




>< CDK2 I55(TAPG) CDK4 ..:><. 
ACTB (ocü) CDK7 CDK9 CDKN1A CDKN1C 
GLU CRADO CSE1L PPIE /cyc Hyb -
GAPD/ 
E2F3 E2F5 huffor FADO GAPDH 
>< GPX1 I56(SIP) GRB2 "><: 
GSR hufffir GSTP1 butfer GSTT1 
>< IGF2R IGFBP2 HK1 IGFBP3 
IGFBP6 ING bt1fü>r JUN LTA(AF-1012) 
>< MAP2K5 MAP2K6 MAP3K14 "><: 
MDH1 (MDH) MAPK3 I56(5IP) MAPK7 MAPK8 
MGST1 MYCN NFATC1 NFKB1 Hyb -
RPS9 (59) PLD1 ISS(TAPG) Ut,ff<"!r PLK 
~ RARB RB1 RBL2 ~ 
TANK ttt,lff":fl TFDP1 bllfft:r TFDP2 
~ TNFRSF10B TNFRSF1A TNFRSF1B TNFRSF6 110111 
TFRC (TFR) TNFSF7 buffc1 TP53 TP73 
>< TRAFJ I54(RCA) TRAF5 >< 
bt1ff~r .:ru ... Jr1'- 4cU ... 
7ctl ... 8ctl + 9ctl + tx.1ffer Hyb-
Annexe V: Design du « DualChip Human General ». Hyb ctl + : contrôles 
d'hybridation positifs, Hyb-: Contrôles d'hybridations négatifs, IS: standard 
interne, buffer: contrôles négatifs de fixations, ctl +: contrôles positifs de fixation, 
en vert, les gènes de maintenance. 
Annexe VI 
Gènes Ratio Gènes Ratio Gènes Ratio Gènes Ratio 
CCND1 0,51 TRAF5 0,50 CDK4 0,90 MAPK3 0,94 
JUN 0,68 TRAF3 0,54 CDK5 0,85 MAPK7 0,77 
CDC6 0,65 NOS2A 0,54 CDK5R1 0,77 MAPK8 0,78 
TNFRSF1B 0,74 TNFSF6 0,56 CDK6 0,87 MAPK9 0,79 
CDKN1A 0,86 TP73 0,60 CDK7 1, 12 MCL1 1, 10 
GADD45A 0,46 GSR 0,60 CDK9 0,96 MDM2 1, 10 
PDE1B 0,58 CDC2 0,62 CDKN1C 0,86 MGST1 0,92 
IGFBP3 0,65 POR 0,63 CFLAR 0,87 NFATC1 1, 10 
BAD 0,61 CASP3 0,64 GLU 1,09 NFKB1 0,88 
ABL1 1,05 E2F3 0,65 CRADO 0,69 PCNA 0,74 
TRADD 0,85 RBP1 0,65 CSE1L 0,90 PLK 0,92 
TP53 1, 16 CDKN2A 0,65 DFFA 0,73 RAF1 0,74 
BIRC2 0,85 ADAM 17 0,66 E2F1 0,76 RB1 0,92 
RBL2 1,07 CDKN2B 0,66 FADO 0,96 RIPK1 0,88 
CLK1 0,98 GSTT1 · 0,67 GPX1 1,03 TFDP1 0,73 
TANK 1, 19 TNFSF10 1,79 GRB2 0,88 TNF 1, 16 
GAS1 1,66 TFRC 0,56 GSA 1,03 TNFRSF10A 0,92 
E2F5 1,29 HK1 0,61 GSM 0,95 TNFRSF10B 0,78 
TNFRSF6 1,01 BAX 0,83 GSTP1 0,91 TNFRSF1A 0,92 
BIRC3 0,76 BCL2 0,91 IGF1 1,00 TNFSF5 1,49 
PLD 1 1,04 BCL2A1 1,20 IGF2 0,94 TNFSF7 0,69 
MAP2K5 1,59 BclX 0,75 IGF2R 0,91 TRAF2 0,70 
TFDP2 1,24 BIO 0,78 IGFBP2 0,96 TRAF6 0,78 
MAP3K14 0,81 BIK 0,74 IGFBP4 1,41 RPL 13A 1,07 
MAP2K6 1,39 BIRC4 0,98 IGFBP5 0,86 ALDOA 0,91 
RARB 0,71 BIRC5 0,74 IGFBP6 1,42 K-ALPHA-1 1,09 
IGF1R 1,47 BNIP3 1,03 ING 1, 16 ACTB 1,00 
MYCN 1,28 CASP2 0,81 LTA 1, 10 PPIE 0,94 
CASP1 0,83 CASP4 0,80 LTB 0,85 GAPD 1,08 
DDIT4L 0,70 CASP8 0,92 MAP2K1 0,81 HPRT1 0,80 
AKT1 0,82 CCND2 1,08 MAPK1 0,96 MDH1 0,98 
AKT2 0,82 CCNH 0,95 MAPK10 1,02 YWHAZ 1,09 
BAG1 1,04 CDC25C 1, 12 MAPK12 0,86 RPS9 1,05 
BAK 1 0,66 CDK2 0,85 MAPK14 0,77 SOS 1,01 
Annexe VI: Valeurs obtenues pour l'expression différentielle de gènes dans les cellules cybrides 
mutées traitées à la staurosporine analysée avec le « DualChip Human Apoposis ». Les valeurs se 
trouvant dans une case grise représentent une variation quantitative et significative de l'expression 
génique. 
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